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緒 論  
 1 9 7 2 年 に W h i t t i n g h a m ら 【 5 4】 が 哺 乳 動 物 胚 の 超 低 温 保
存 に 初 め て 成 功 し た 。彼 ら の 報 告 か ら 4 0 年 以 上 に わ た り 、ウ
シ 胚 の 凍 結 保 存 技 術 が 開 発 ・ 改 良 さ れ 、 高 い 受 胎 率 が 得 ら れ
る よ う に な っ た 【 1 3 , 3 4 , 3 7】。 M a s s i p ら 【 3 1】 は 1 . 4 M グ リ
セ リ ン（ G l y）お よ び 0 . 2 5 M ス ク ロ ー ス ( S u c )を 用 い て 凍 結 保
存 し た ウ シ 胚 を 融 解 後 、希 釈 せ ず に 受 胚 牛 に 直 接 移 植 す る「 ダ
イ レ ク ト 法 」 と 呼 ば れ る 新 た な 凍 結 保 存 技 術 に よ り 良 好 な 受
胎 率 を 報 告 し た 。ま た 、S u z u k i ら【 4 5】は プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル と S u c を 用 い た ダ イ レ ク ト 法 に よ り 高 い 受 胎 率 を 報 告 し
て い る 。 彼 ら の 報 告 以 前 に は 「 ス テ ッ プ ・ ワ イ ズ 法 」 ま た は
「 ワ ン ス テ ッ プ・ス ト ロ ー 法 」が 用 い ら れ て き た 。ス テ ッ プ ・
ワ イ ズ 法 は 胚 内 の 凍 結 保 護 物 質 の 段 階 的 な 希 釈 、 除 去 が 必 要
と な る 。 ワ ン ス テ ッ プ ・ ス ト ロ ー 法 は ス ト ロ ー 内 で 凍 結 媒 液
と 希 釈 液 を 混 和 さ せ る 必 要 が あ る た め 、 ス ト ロ ー を 振 る な ど
の 操 作 が 必 要 と な る 。前 者 は 実 験 室 内 で の 作 業 が 必 須 で あ り 、
後 者 は ス ト ロ ー 内 で 胚 を 移 動 さ せ る な ど の 煩 雑 な 操 作 が 必 要
と な り 、そ の 過 程 で 胚 を 紛 失 す る 可 能 性 が あ る 。M a s s i p ら【 3 1】
の ダ イ レ ク ト 法 に よ り 、 融 解 お よ び 希 釈 操 作 に お け る 操 作 ミ
ス や 凍 結 胚 の 準 備 の た め の 時 間 の 節 約 が 可 能 に な っ た 。 堂 地
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ら【 7】に よ り 1 . 8 M エ チ レ ン グ リ コ ー ル ( E G )が ウ シ 胚 の ダ イ
レ ク ト 法 に 有 効 で あ る こ と が 報 告 さ れ 、 Vo e l k e l ら 【 5 3】 も
同 様 の 報 告 を し て い る 。 そ の 後 、 E G に よ っ て 凍 結 保 存 さ れ
た ウ シ 胚 を ダ イ レ ク ト 法 に よ り 移 植 し 、 子 牛 が 誕 生 し た こ と
が 報 告 さ れ て い る【 1 0】。こ の よ う に 胚 の 凍 結 保 存 法 技 術 が 発
達 し て き た が 、新 鮮 胚 に 比 べ る と そ の 生 存 性 や 受 胎 率 は 低 い 。 
 体 外 受 精 技 術 は 、1 9 7 7 年 に ウ シ 卵 子 へ の 精 子 侵 入 と 体 外 受
精 を I r i t a n i ら 【 2 3】 が 報 告 し 、 1 9 8 2 年 に B r a c k e t t ら 【 4】
が ウ シ 体 内 成 熟 卵 子 を 用 い て 作 出 し た 体 外 受 精 胚 を 外 科 的 に
移 植 し て 子 牛 を 生 産 し た こ と を 報 告 し て い る 。ま た 、1 9 8 6 年
に 花 田 ら 【 1 7】 が 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣 よ り 採 取 し た 体 外 成
熟 卵 子 を 用 い て 生 産 し た 胚 か ら 産 子 を 得 た こ と を 報 告 し た 。
こ の 後 、 食 肉 処 理 場 卵 巣 由 来 卵 子 の 利 用 が 可 能 と な り 、 今 日
黒 毛 和 種 増 産 を 目 的 と し て 利 用 さ れ て い る 。 近 年 、 経 腟 採 卵
技 術 と 体 外 受 精 技 術 を 組 み 合 わ せ た 方 法 の 普 及 に よ り ウ シ 体
外 受 精 胚 の 効 率 的 な 生 産 が 可 能 と な っ た 。 農 林 水 産 省 生 産 局
が 統 計 を 報 告 し 始 め た 1 9 8 2 年 は ウ シ 体 外 受 精 胚 の 移 植 頭 数
は 3 9 0 頭 ほ ど で あ っ た が 、 2 0 1 5 年 で は 2 3 , 5 6 7 頭 と 約 6 0 倍
に 増 加 し て お り 、 こ こ 数 年 も 増 加 傾 向 に あ る 【 3 5】。 し か し 、
体 外 受 精 胚 は 体 内 受 精 胚 と 比 較 し て 受 胎 率 が 低 い こ と が 広 く
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知 ら れ て い る【 3 5】。そ こ で 卵 割 形 態 を 観 察 す る こ と で 胚 盤 胞
発 生 能 や 受 胎 性 の 高 い ウ シ 体 外 受 精 胚 を 選 別 す る 方 法 が 考 案
さ れ て き た 【 1 5 , 4 8】。 高 山 【 4 7】 は 、 体 外 受 精 胚 の 選 別 時 に
5 つ の 指 標 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 高 い 受 胎 率 を 得 る こ
と が で き る と 報 告 し て い る 。 こ れ ら の 報 告 か ら 受 胎 性 の 高 い
体 外 受 精 胚 を 選 別 す る 方 法 は 確 立 さ れ つ つ あ る 。 し か し な が
ら 依 然 と し て ウ シ 体 外 受 精 胚 、 特 に 凍 結 し た 胚 の 受 胎 率 は 低
い 。 そ の た め 、 ウ シ 凍 結 体 外 受 精 胚 の 受 胎 率 の 改 善 を 目 的 と
し た 凍 結 保 存 技 術 の 改 良 が 急 務 で あ る 。  
 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に は 様 々 な 要 因 が 影
響 す る【 2 1】。培 養 液 の 組 成 や 添 加 物【 2 0 , 4 0】、胚 盤 胞 の 発 生
時 期 【 1 2】、 血 清 の 有 無 【 3 9】 が 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 影 響
す る と い う 報 告 が あ る 。 そ の 生 存 性 に 影 響 す る 要 因 の 一 つ に
活 性 酸 素 種 に よ る 酸 化 ス ト レ ス が 挙 げ ら れ る 。 体 外 受 精 胚 は
そ の 作 出 過 程 に お い て 生 体 内 よ り も 高 い 酸 素 分 圧 の 環 境 に 曝
さ れ る【 1 4】。酸 化 ス ト レ ス を 受 け た 胚 は 細 胞 膜 の 脂 質 過 酸 化
に よ り 、 そ の 流 動 性 や 透 過 性 が 低 下 し 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 性
が 損 な わ れ る【 2 5】。し た が っ て 、酸 化 ス ト レ ス を 抑 制 す る た
め に 培 養 液 へ の 抗 酸 化 物 質 の 添 加 が 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。 
 そ こ で 本 研 究 で は 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性
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の 向 上 を 目 的 と し て 、 1 )体 外 成 熟 お よ び 体 外 発 生 培 養 液 へ の
抗 酸 化 物 質 の 添 加 が ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解
後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 ま た 、 2 )ウ シ 体
外 受 精 胚 の 凍 結 に 用 い る 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が 凍
結 融 解 後 の 生 存 率 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て も 検 討 し た 。  
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第 Ⅰ 章  体 外 成 熟 ・ 発 生 培 養 液 へ の 抗 酸 化 物 質 で あ る ク ロ セ
チ ン と 葉 酸 の 添 加 が ウ シ 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後  
の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響  
 
第 1 節  緒 言  
 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 に 悪 影 響 を 与 え る 要 因 は 多 種 多 様 で あ
る が 、 そ の 要 因 の 1 つ に 細 胞 内 の 過 度 な 活 性 酸 素 種 ( R O S )に
よ る 酸 化 ス ト レ ス が 挙 げ ら れ る 。 生 体 内 の 酸 素 濃 度 は 生 体 外
と 比 較 し て 低 い 状 態 に 保 た れ て い る【 1 4】。し か し 、体 外 受 精
胚 の 生 産 過 程 で 、 比 較 的 長 い 時 間 、 卵 子 や 胚 は 酸 素 濃 度 が 高
い 環 境 に 曝 さ れ 、 酸 化 ス ト レ ス を 受 け る こ と が あ る 。 こ の 酸
化 ス ト レ ス に よ る 過 度 な R O S は 、遺 伝 子 の 損 傷 や 胚 発 生 の 停
止 の 原 因 と な る こ と が 報 告 さ れ て い る 【 2 5】。 細 胞 内 の 主 な
R O S の 発 生 場 所 は ミ ト コ ン ド リ ア で あ り 、ミ ト コ ン ド リ ア は
胚 の エ ネ ル ギ ー 源 で あ る AT P 生 産 場 所 で も あ る 【 2 6】。 こ の
R O S は ミ ト コ ン ド リ ア 自 身 に も 障 害 を 与 え 、損 傷 を 受 け た ミ
ト コ ン ド リ ア は さ ら に R O S を 産 生 す る 。 過 度 な R O S に よ り
損 傷 を 受 け た ミ ト コ ン ド リ ア は 、 発 生 に 必 要 な エ ネ ル ギ ー を
生 産 で き ず 、 胚 盤 胞 期 へ の 発 生 に 悪 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ
る 。  
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 こ れ ら の R O S に よ る 酸 化 ス ト レ ス か ら の 障 害 を 緩 和 す る
た め に 体 外 成 熟 培 養 液 や 体 外 発 生 培 養 液 に 抗 酸 化 物 質 を 添 加
す る こ と で 、 R O S の 発 生 と そ れ に よ る 脂 質 過 酸 化 を 抑 制 し 、
ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 能 を 改 善 す る 可 能 性 が あ る 。 抗 酸 化 物
質 に は 主 に ビ タ ミ ン 類 が 用 い ら れ る 。ビ タ ミ ン B 類 の 一 種 で
あ る 葉 酸 は 、 抗 酸 化 作 用 お よ び 核 酸 合 成 の 補 酵 素 と し て 機 能
す る【 3 2】。ビ タ ミ ン 類 以 外 に も カ ロ テ ノ イ ド 類 の 一 種 で あ る
ク ロ セ チ ン は R O S に よ る 様 々 な 障 害 に 対 し て 優 れ た 抗 酸 化
作 用 を 示 す 【 1 6 , 5 2】。  
 そ こ で 本 研 究 の 第 Ⅰ 章 の 実 験 1 で は 抗 酸 化 物 質 で あ る ク ロ
セ チ ン を 添 加 し た 体 外 発 生 培 養 液 で 培 養 し た ウ シ 体 外 受 精 胚
の 発 生 率 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 を 検 討 し た 。 ま
た 、 実 験 2 で は 抗 酸 化 物 質 と し て 葉 酸 を 添 加 し た 体 外 成 熟 培
養 液 お よ び 体 外 発 生 培 養 液 で 培 養 さ れ た ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発
生 率 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 に 及 ぼ す 影 響 に つ い
て 検 討 し た 。  
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第 2 節  材 料 お よ び 方 法  
1 .  供 試 卵 子  
1 )  供 試 卵 巣  
 供 試 卵 巣 に は 、 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣 を 用 い た 。 ウ シ 卵 巣
は 採 取 後 、パ ウ チ パ ッ ク ( L Z 2 2、 生 産 日 本 社 )に 入 れ 、 B S E 検
査 終 了 ま で の 3～ 4 時 間 、 2 0℃ の 恒 温 器 で 保 管 し た 。 B S E 検
査 終 了 後 、 発 泡 ス チ ロ ー ル の 箱 に 入 れ て 実 験 室 に 持 ち 帰 っ た
も の を 用 い た 。  
 
2 )  卵 子 の 採 取  
 卵 巣 は 卵 巣 間 膜 を ハ サ ミ で 切 り 、 3 6℃ に 保 温 し た 滅 菌 済 み
生 理 食 塩 水 で 数 回 洗 浄 し 、 滅 菌 済 み ペ ー パ ー タ オ ル で 余 分 な
水 分 や 血 液 を 除 去 し た 。 卵 巣 内 の 未 成 熟 卵 子 の 吸 引 採 取 に は
3 %子 牛 血 清 ( C S  ;  1 6 1 7 0 - 0 7 8、G i b c o )を 添 加 し た 修 正 ダ ル ベ ッ
コ リ ン 酸 緩 衝 液 ( D - P B S  ;  1 4 1 9 0 - 1 3 6、 G i b c o )で 数 回 洗 浄 し た
1 9 G の 注 射 針 ( N N - 1 9 3 8 S、 T E R U M O )を 装 着 し た 5 m l シ リ ン
ジ ( S S - 0 5 S Z、 T E R U M O )を 用 い た 。 シ リ ン ジ 内 に 3 % C S を 添
加 し た D - P B S を 約 1 m l 吸 引 し 、 直 径 2～ 6 m m の 卵 胞 か ら 未
成 熟 卵 子 を 吸 引 し た 。  
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3 )  卵 子 の 検 索  
 卵 巣 か ら 吸 引 し た 未 成 熟 卵 子 を 含 む 卵 胞 液 は 、5 0 m l 遠 沈 管
( 3 3 9 6 5 2、 T h e r m o )内 に 貯 め 、 そ の 遠 沈 管 を 2 分 3 0 秒 間 静 置
し た 後 、 沈 殿 物 を 残 し て 上 澄 み を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去
し た 。残 っ た 沈 殿 物 に 3 % C S を 添 加 し た D - P B S を 加 え 、転 倒
混 和 し た 後 に 未 成 熟 卵 子 を 再 び 2 分 3 0 秒 間 沈 殿 さ せ 、ア ス ピ
レ ー タ ー に て 上 澄 み を 吸 引 除 去 し た 。 残 り の 沈 殿 物 を 9 0 m m
シ ャ ー レ ( I - 9 0 - 2 0、 B I O - B I K )内 に 取 り 出 し 、 3 % C S を 添 加 し
た D - P B S で 希 釈 し た 。そ の 後 、実 体 顕 微 鏡 ( S M Z 6 4 5 - 3、N i k o n )
下 で 卵 子 の 検 索 を 行 い 、回 収 し た 未 成 熟 卵 子 は 1 0 % C S を 添 加
し た D - P B S を 入 れ た 3 5 m m シ ャ ー レ ( 6 2 7 1 6 1 、 G r e i n e r  
b i o - o n e )内 に 集 め た 。  
 
4 )  卵 子 品 質  
 卵 子 の 品 質 は 卵 丘 細 胞 が 2 層 以 上 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な も
の を G r a d e 1、 卵 丘 細 胞 が 1 層 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な も の を
G r a d e 2、卵 丘 細 胞 が わ ず か し か 付 着 し て お ら ず 、細 胞 質 が 均
一 ま た は 卵 丘 細 胞 が 付 着 し 細 胞 質 が 不 均 一 な も の を G r a d e 3、
細 胞 質 の 均 一 性 に 関 わ ら ず 卵 丘 細 胞 が ほ と ん ど 付 着 し て い な
い も の を G r a d e 4 と し た 。 さ ら に 、 膨 化 し た 卵 丘 細 胞 が 付 着
9 
 
し た も の の 計 5 種 類 に 選 別 し た 。体 外 成 熟 培 養 に は 、G r a d e 1
お よ び 2 の 未 成 熟 卵 子 を 用 い た 。  
 
2 .  体 外 成 熟 培 養  
 1 0 % C S を 添 加 し た D - P B S を 2 m l 入 れ た 3 5 m m シ ャ ー レ 3
枚 を 用 意 し 、 回 収 し た 卵 子 を 順 に 移 動 さ せ 、 洗 浄 し た 。 体 外
成 熟 培 養 は 5 % C S お よ び 0 . 0 2 A U / m l  F S H (ア ン ト リ ン R 1 0、
共 立 製 薬 ) を 添 加 し た ヘ ペ ス 緩 衝 T C M - 1 9 9 ( T C M - 1 9 9  ;  
1 2 3 4 0 - 0 3 0、 G i b c o )を 基 本 液 と し て 用 い た 。 実 験 1 で は 基 本
液 を 用 い 、 実 験 2 で は 、 基 本 液 に 0 μ M、 2 . 5 μ M、 2 5 μ M お よ
び 5 0 μ M 濃 度 の 葉 酸 ( 0 6 2 - 0 1 8 0 1、 Wa k o )を 添 加 し た 液 で 卵 子
を 2 回 洗 浄 し た 。  
洗 浄 し た 卵 子 は 、 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 内 ( 3 5 1 0 0 7、
FA L C O N )に 作 製 し た 1 0 0 μ l の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ を
流 動 パ ラ フ ィ ン ( V 7 G 0 8 3 4、 ナ カ ラ イ テ ス ク )で 覆 っ た も の に
2 0～ 2 5 個 ず つ 導 入 し た 。 体 外 成 熟 培 養 は 3 8 . 5℃ 、 5 % C O 2、
9 5 %空 気 、湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 、実 験 1 で は 2 0 時 間 、実
験 2 で は 2 2 時 間 行 っ た 。  
 
3 .  体 外 受 精  
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1 )  生 存 精 子 の 分 離  
 体 外 受 精 に は 1 頭 の ホ ル ス タ イ ン 種 雄 牛 の 凍 結 精 液 を 用 い
た 。 凍 結 精 液 は 3 7℃ の 温 湯 中 に 3 0 秒 間 浸 漬 し て 融 解 し た 後
に 、 Ta k a h a s h i ら 【 4 9】 の 方 法 に 準 じ て パ ー コ ー ル 密 度 勾 配
法 に よ り 生 存 精 子 を 分 離 し た 。 す な わ ち 、 パ ー コ ー ル 溶 液
( 1 7 - 0 8 9 1 - 0 1、 G E  H e a l t h c a r e  B i o - S c i e n c e s  A B )お よ び 1 0 倍
濃 度 の B O 液【 3】で 調 整 し た 9 0 %パ ー コ ー ル 溶 液 と 1 倍 濃 度
の B O 液 と 9 0 %パ ー コ ー ル 溶 液 を 同 量 ず つ 混 合 し て 調 整 し た
4 5 %パ ー コ ー ル 溶 液 を 用 い た 。 1 5 m l プ ラ ス チ ッ ク 遠 沈 管  
( 4 3 0 7 6 6、C o r n i n g )に 4 5 %パ ー コ ー ル 溶 液 を 2 m l 入 れ た 後 に 、
9 0 %パ ー コ ー ル 溶 液 2 m l を 遠 沈 管 の 底 に 入 れ 、 2 つ の パ ー コ
ー ル 溶 液 を 重 層 し た 。 次 に 融 解 し た 精 液 を 4 5 %パ ー コ ー ル の
上 に 重 層 し た 。 重 層 し た 精 液 は 2 0 0 0 r p m で 2 0 分 間 遠 心 分 離
を 行 っ た 後 に 、 上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去 す る こ と で
生 存 精 子 を 分 離 し た 。  
 
2 )  精 子 の 受 精 能 誘 起 法  
 精 子 の 受 精 能 誘 起 法 に は 、 I m a i ら【 2 2】の 方 法 を 一 部 修 正
し て 用 い た 。 す な わ ち 、 パ ー コ ー ル 溶 液 に よ り 分 離 さ れ た 生
存 精 子 に 1 0 m M ヒ ポ タ ウ リ ン ( H - 1 3 8 4、 S i g m a )お よ び 4 U / m l
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ヘ パ リ ン ( A 1 3 8、持 田 製 薬 )を 添 加 し た 精 子 洗 浄 液 を 6 m l 加 え 、
1 8 0 0 r p m で 5 分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で
吸 引 除 去 し た 。  
 
3 )  精 子 濃 度 の 調 整  
 分 離 お よ び 受 精 能 を 誘 起 し た 精 液 は 精 子 濃 度 が 1 0×1 0 6 / m l
に な る よ う に 、 精 子 洗 浄 液 を 加 え 調 整 し た 。 さ ら に 等 量 の
2 0 m g / m l  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ( B S A ;  A - 4 3 7 8、S i g m a )添 加 B O
液 を 加 え て 、 最 終 精 子 濃 度 を 5×1 0 6 / m l に 調 整 し 、 精 子 浮 遊
液 と し た 。  
 
4 )  体 外 受 精  
 精 子 浮 遊 液 で 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 1 0 0 μ l の ド ロ
ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ た も の を 体 外 受 精 培 地
と し た 。成 熟 卵 子 は 1 0 m g / m l  B S A を 添 加 し た B O 液 で 3 回 洗
浄 し た 後 に 、1 ド ロ ッ プ あ た り 2 0 個 ず つ 導 入 し 、体 外 成 熟 培
養 と 同 様 の 気 相 条 件 下 で 実 験 1 お よ び 2 と も に 6 時 間 媒 精 を
行 っ た 。  
 
4 .  体 外 発 生 培 養  
12 
 
 体 外 発 生 培 養 の 基 本 液 は 、 5 % C S を 添 加 し た C R 1 a a【 4 1】
を 用 い 、 実 験 1 で は 0 µ M、 1 µ M お よ び 2 . 5 µ M と な る よ う に
ク ロ セ チ ン ( 1 9 3 5 4 3、 M P B i o m e d i c a l s )を そ れ ぞ れ 添 加 し た 。
実 験 2 で は 0 μ M、 2 . 5 μ M、 2 5 μ M、 5 0 μ M と な る よ う に 葉 酸 を
そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 接 合 子 は 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 卵 丘 細
胞 を 完 全 に 除 去 し た 後 に 、 体 外 発 生 培 養 液 で 3 回 洗 浄 し た 。
6 0 m m シ ャ ー レ に 1 0 0 μ l の 体 外 発 生 培 養 液 の ド ロ ッ プ を 作 製
し 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ た も の に 、 接 合 子 を 各 抗 酸 化 物 質
の 濃 度 ご と に 2 0 個 ず つ 導 入 し て 、 3 8 . 5℃ 、 5 % C O 2、 5 % O 2、
9 0 % N 2、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 体 外 受 精 後 9 日 間 体 外 発 生
培 養 を 行 っ た 。  
 媒 精 開 始 後 、 実 験 1 で は 2 7、 3 1 お よ び 5 5 時 間 目 、 実 験 2
で は 5 5 時 間 目 の 卵 割 率 を 調 査 し た 。ま た 、実 験 1 で は 媒 精 日
を 0 日 目 と し て 7 か ら 9 日 目 、実 験 2 で は 9 日 目 の 胚 盤 胞 発
生 率 を 調 査 し た 。  
 
5 .  胚 の 凍 結 お よ び 融 解  
1 )  胚 の 凍 結 方 法  
 胚 の 凍 結 に は 媒 精 日 を 0 日 目 と し て 7～ 9 日 目 に 発 生 し た 拡
張 胚 盤 胞 を 用 い た 。凍 結 媒 液 は 1 . 5 M  E G ( 0 5 8 - 0 0 9 8 6、Wa k o )、
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0 . 1 M  S u c ( 1 9 3 - 0 9 5 4 5、Wa k o )お よ び 2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S
を 用 い た 。拡 張 胚 盤 胞 は 3 % C S を 添 加 し た D - P B S で 洗 浄 し た
後 、 胚 を 同 液 で 作 製 し た 5 0 μ l ド ロ ッ プ に そ れ ぞ れ 1～ 1 0 個
ず つ 導 入 し 、 国 際 受 精 卵 技 術 学 会 ( I n t e r n a t i o n a l  E m b r y o  
Te c h n o l o g y  S o c i e t y )の 指 標 【 3 8】 に 基 づ い て c o d e - 1 (変 性 部
位 は 1 5 %以 下 )お よ び c o d e - 2 (変 性 部 位 は 5 0 %未 満 )の 胚 を 選 別
し た 。そ の 後 、凍 結 媒 液 に 移 し 、直 ち に 0 . 2 5 m l プ ラ ス チ ッ ク
ス ト ロ ー ( B O U 0 11 2 6 2、I M V )に 吸 引 し 、室 温 下 で 1 5 分 間 保 持
し た 。  
 凍 結 方 法 は D o c h i ら 【 9】 の 方 法 を 修 正 し て 行 っ た 。 す な
わ ち 、 胚 を 吸 引 し た プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー を あ ら か じ め - 7℃
に 設 定 し て い た プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー の エ チ ル ア ル コ ー ル 槽
内 に 直 接 浸 漬 し 、 2 分 後 に 植 氷 し た 。そ の 後 、同 温 度 で 1 3 分
間 保 持 し 、- 0 . 3℃ /分 で - 3 0℃ ま で 冷 却 し た 後 に 、液 体 窒 素 中 に
投 入 し て 凍 結 し た 。凍 結 後 、 2 4 時 間 以 上 液 体 窒 素 中 に 保 存 し
た 。  
 
2 )  胚 の 融 解 方 法  
 融 解 は D o c h i ら 【 9】 の 方 法 に 準 じ た 。 す な わ ち 、 凍 結 胚
の 融 解 は 液 体 窒 素 か ら 取 り 出 し た プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー を 室
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温 下 で 空 気 中 に 7 秒 間 保 持 し た 後 に 、 3 0℃ の 温 湯 中 に 2 0 秒
間 浸 漬 し た 。 融 解 後 、 滅 菌 角 型 シ ャ ー レ 2 号 ( AW 2 0 0 0、 栄 研
器 材 )内 に プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー 内 容 物 を 押 し 出 し 、実 体 顕 微
鏡 下 で 回 収 し た 胚 を 3 8 . 0 ℃ に 加 温 し た 2 0 % ウ シ 胎 子 血 清
( F C S  ;  1 6 4 0 - 9 5 9、G i b c o )を 添 加 し た D - P B S に 1 0 分 間 浸 漬 さ
せ 、 凍 結 保 護 物 質 を 希 釈 除 去 し た 。 そ の 後 、 0 . 1 m M  β -メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル ( β M E  ;  1 0 2 K 0 2 0 0、 S I G M A )お よ び 2 0 % F C S
を 添 加 し た T C M - 1 9 9 で 2 回 洗 浄 し 、同 液 で 作 製 し た 2 0 μ l ド
ロ ッ プ で 胚 を 3 8 . 5℃ 、 5 % C O 2、 9 5 %空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条
件 下 で 個 別 に 培 養 を 行 っ た 。  
 
3 )  融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 の 確 認  
 生 存 率 は 融 解 直 後 を 0 時 間 目 と し て 、7 2 時 間 目 に 確 認 し た 。
7 2 時 間 目 に 細 胞 の 変 性 が 少 な く 拡 張 ま た は 脱 出 し て い る 胚
を 生 存 胚 、透 明 帯 か ら 完 全 に 脱 出 し て い る 胚 を 孵 化 胚 と し て 、
生 存 率 お よ び 孵 化 率 を 調 べ た 。  
 
6 .  統 計 分 析  
 実 験 1、2 の 卵 割 率 、胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存
率 、 孵 化 率 は イ ェ イ ツ の カ イ 2 乗 検 定 を 用 い て 分 析 し た 。  
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第 3 節  結 果  
実 験 1  
1 .  卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率  
供 試 卵 子 数 は 0 µ M、 1 µ M お よ び 2 . 5 µ M 添 加 区 が そ れ ぞ れ
1 7 4 個 、 1 6 5 個 お よ び 1 6 6 個 で あ る 。 各 濃 度 の 卵 割 時 間 お よ
び 卵 割 率 は 表 1 - 1 に 示 し た 。 卵 割 率 は 2 7 時 間 目 お よ び 3 1 時
間 目 と も に 2 . 5 µ M 区 が 0 µ M 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た
( P < 0 . 0 5 )。し か し 、 5 5 時 間 目 の 卵 割 率 は 各 区 間 に 差 は 認 め ら
れ な か っ た 。  
表 1 - 2 に 濃 度 の 違 い が 胚 盤 胞 発 生 日 齢 に 及 ぼ す 影 響 を 示 し
た 。 添 加 濃 度 1 µ M 添 加 区 の 7 日 目 の 胚 盤 胞 発 生 率 が 2 . 5 µ M
添 加 区 の 7 日 目 よ り も 有 意 に 高 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。  
 
2 .  凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率  
 凍 結 保 存 胚 数 は 0 µ M、1 µ M、2 . 5 µ M 添 加 区 が 、そ れ ぞ れ 3 1
個 、3 9 個 お よ び 2 4 個 で あ っ た 。融 解 後 7 2 時 間 目 の 生 存 率 お
よ び 孵 化 率 を 表 1 - 3 に 示 し た 。 各 濃 度 の 生 存 率 の 間 に 有 意 差
は 認 め ら れ な か っ た が 、 1 µ M 添 加 区 の 孵 化 率 が 0 µ M お よ び
2 . 5 µ M 添 加 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 1 )。  
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実 験 2  
1 .  卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率  
 供 試 卵 子 数 は 0 μ M、 2 . 5 μ M、 2 5 μ M お よ び 5 0 μ M 添 加 区 が
そ れ ぞ れ 3 5 4 個 、 3 4 5 個 、 3 4 0 個 お よ び 3 3 7 個 で あ る 。 卵 割
率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 は 表 1 - 4 に 示 し た 。 各 濃 度 間 の 卵 割 率
お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。  
 
2 .  凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率  
 凍 結 融 解 し た 胚 は 、0 μ M、2 . 5 μ M、2 5 μ M お よ び 5 0 μ M 添 加
区 で 、 そ れ ぞ れ 3 0 個 、 4 4 個 、 4 1 個 お よ び 4 2 個 で あ っ た 。
融 解 後 7 2 時 間 目 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 は 表 1 - 5 に 示 し た 。添
加 濃 度 1 μ M 区 の 生 存 率 が 0 μ M 区 よ り も や や 高 か っ た が 有 意
な 差 は 認 め ら れ な か っ た ( P = 0 . 11 )。  
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表 1-1. 体外発生培養液へのクロセチン添加濃度の違いが卵割率に与える影響 
a-b, c-d : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.05)  
クロセチン濃度(µM) 供試卵子数 
卵割個数(%) 
27 時間目 31 時間目 55 時間目 
0 174 50(28.7)a 103(59.2)c 121(69.5) 
1 165 41(24.8) 94(57.0) 114(69.1) 
2.5 166 32(19.3)b 78(47.0)d 115(69.3) 
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表 1-2. 体外発生培液へのクロセチン添加濃度の違いが胚盤胞の発生日齢に及ぼす影響 
a-b : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
クロセチン濃度(µM) 供試卵子数 
胚盤胞数(%) 
7 日目 8 日目 9 日目 合計 
0 174 41(23.6) 15(8.6) 6(3.5) 62(35.6) 
1 165 46(27.9)a 21(12.7) 1(0.6) 68(41.2) 
2.5 166 31(18.7)b 16(9.6) 4(2.4) 51(30.7) 
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表 1-3. 体外発生培液へのクロセチン添加濃度の違いがウシ体外受精胚の凍結融解後の生存率および孵化率に及ぼす影響 
クロセチン濃度(µM) 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
0 31 24(77.4) 19(61.3)a 
1 39 24(61.5) 14(35.9)b 
2.5 24 19(79.2) 18(75.0)a 
a-b : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.01) 
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表 1-4. 体外成熟・発生培養液への葉酸添加濃度の違いが卵割率および胚盤胞発生率に及ぼす影響 
葉酸濃度(µM) 供試卵子数 卵割数(%) 胚盤胞数(%) 
0 354 263(74.3) 136(38.4) 
2.5 345 251(72.8) 147(42.6) 
25 340 256(75.3) 148(43.5) 
50 337 265(78.6) 139(41.2) 
各区に有意差なし 
 
  
  
  
 
2
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1-5. 体外成熟・発生培養液への葉酸添加濃度の違いがウシ体外受精胚の凍結融解後の生存率および孵化率に及ぼす影響 
葉酸濃度(µM) 供試卵子数 生存数(%) 孵化数(%) 
0 30 18(60.0) 17(56.7) 
2.5 44 34(77.3) 29(65.9) 
25 41 27(65.9) 22(53.7) 
50 42 29(69.0) 26(61.9) 
各区に有意差なし 
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第 4 節  考 察  
 ミ ト コ ン ド リ ア は 発 生 の た め の エ ネ ル ギ ー 源 で あ る AT P
を 生 産 す る 細 胞 小 器 官 で あ る が 、同 時 に R O S の 主 な 発 生 源 で
あ る 。 体 外 受 精 胚 の 発 生 過 程 に お い て 卵 子 や 初 期 胚 が 酸 化 ス
ト レ ス を 受 け る こ と に よ り 、ミ ト コ ン ド リ ア の R O S 生 産 量 は
増 加 す る 。過 度 な R O S は 胚 の 細 胞 質 内 に 存 在 す る 脂 質 、タ ン
パ ク 質 お よ び 核 酸 な ど の 生 体 分 子 を 酸 化 さ せ 細 胞 機 能 に 障 害
を 与 え 【 1 9 , 3 9】、 細 胞 膜 の 流 動 性 お よ び 透 過 性 を 低 下 さ せ る
【 2 5】。 こ の こ と か ら 過 度 な R O S は 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 異 常
や 凍 結 融 解 後 の 浸 透 圧 障 害 を 引 き 起 こ し 、 体 外 受 精 胚 の 発 生
や 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 大 き な 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る 。
特 に 体 外 受 精 胚 は 体 内 受 精 胚 と 比 較 し て 、 細 胞 内 脂 質 の 含 有
量 が 多 い こ と が 知 ら れ て い る 【 5】。 さ ら に 、 体 外 受 精 胚 は 酸
素 濃 度 が 低 く 抑 え ら れ て い る 体 内 と 異 な り 、 高 い 酸 素 濃 度 に
曝 さ れ る 機 会 が 多 い 。 こ れ ら の こ と か ら 体 外 受 精 胚 は 体 内 受
精 胚 よ り も 細 胞 膜 の 脂 質 過 酸 化 が 起 こ り や す い と 考 え ら れ る 。 
酸 化 ス ト レ ス に よ る 脂 質 過 酸 化 の 抑 制 と し て ビ タ ミ ン 類 な
ど の 抗 酸 化 物 質 が 用 い ら れ る 。脂 溶 性 で あ る ビ タ ミ ン E は 生
体 膜 中 の 脂 質 過 酸 化 を 抑 制 す る 抗 酸 化 物 質 で あ る と 知 ら れ て
お り 【 1 8】、 ビ タ ミ ン C な ど は ビ タ ミ ン E と 共 存 す る こ と で
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よ り 強 い 抗 酸 化 作 用 を 示 す こ と が あ る 【 6】。 ま た 、 水 溶 性 で
あ る ピ リ ド キ シ ン や ピ リ ド キ サ ミ ン な ど の ビ タ ミ ン B 6 類 は 、
過 度 な R O S に よ る 脂 質 過 酸 化 や R O S の 発 生 を 抑 制 す る こ と
を 示 唆 す る 研 究【 2 4 , 3 6】も あ る 。さ ら に 、カ ロ テ ノ イ ド 類 で
あ る サ フ ラ ン 、 ク ロ シ ン お よ び ク ロ セ チ ン は 細 胞 や 組 織 を
R O S に よ る 有 害 な 影 響 か ら 保 護 す る 抗 酸 化 作 用 を 有 す る
【 4 2 , 4 3 , 5 1 , 5 5】。Ta v a n a ら【 5 1】は 、体 外 成 熟 培 地 へ サ フ ラ
ン を 添 加 す る こ と で マ ウ ス 卵 子 の 成 熟 速 度 お よ び 胚 盤 胞 発 生
率 を 改 善 さ せ た 。さ ら に 、S a p a n i d o u ら【 4 2 , 4 3】は 、ウ シ 精
子 を ク ロ シ ン ま た は ク ロ セ チ ン と 共 に 培 養 す る こ と に よ り 、
R O S 濃 度 お よ び 脂 質 過 酸 化 を 抑 制 す る こ と で 精 子 の 質 を 改 善
し 、 胚 盤 胞 発 生 率 を 改 善 す る こ と を 報 告 し て い る 。 こ れ ら の
報 告 の 他 に Z u l l o ら 【 5 5】 は 、 体 外 発 生 培 養 液 へ ク ロ セ チ ン
を 添 加 し 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 お よ び ガ ラ ス 化 加 温 後 の
生 存 性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し て い る 。 彼 ら は ク ロ セ チ
ン を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び ガ ラ ス 化 加
温 後 の 生 存 性 が 向 上 し た こ と を 報 告 し て い る 。 そ こ で 本 研 究
で は 、 ク ロ セ チ ン を 発 生 培 養 液 に 添 加 す る こ と で 発 生 率 お よ
び 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 彼 ら の 報 告 で
は 1 µ M の ク ロ セ チ ン を 添 加 す る と 胚 盤 胞 発 生 率 が 向 上 す る
 24 
 
が 、 2 . 5 µ M の ク ロ セ チ ン 添 加 で は 発 生 し て い な い 。 本 研 究 で
も 2 . 5 µ M の ク ロ セ チ ン を 添 加 す る こ と で 卵 割 が 遅 れ 、胚 盤 胞
期 ま で の 発 育 が 遅 れ る と い う 結 果 と な っ た 。 こ の こ と か ら ク
ロ セ チ ン の 至 適 濃 度 は 1 µ M 以 下 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、
彼 ら は ク ロ セ チ ン を 添 加 し た 発 生 培 養 液 に S O F 培 地 を 使 用
し て お り 、本 研 究 で 用 い た C R 1 a a 培 地 と は 異 な る た め 、本 研
究 で の 培 養 系 で は 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 を 改 善 し
な い 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 そ の た め 本 研 究 で 用 い た 培 養 系 に
お け る さ ら な る 至 適 濃 度 お よ び 添 加 時 期 を 検 討 す る 必 要 が あ
る 。  
家 田【 2 0】は 、発 生 培 養 液 に ビ タ ミ ン C 類 の 一 種 で あ る ア
ス コ ル ビ ン 酸 を 添 加 す る こ と で ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 お よ び
耐 凍 性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 添 加
す る こ と で 胚 盤 胞 期 へ の 発 生 率 が 改 善 し た こ と を 報 告 し て い
る 。 本 研 究 で は ウ シ 体 外 受 精 に お い て 著 者 の 知 る 限 り 報 告 が
な い 葉 酸 を 用 い て 、 そ の 至 適 濃 度 の 検 討 を 行 っ た が 、 濃 度 間
に 卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 の 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 葉 酸
に つ い て も さ ら な る 至 適 濃 度 お よ び 添 加 時 期 の 検 討 が 必 要 で
あ る 。 ま た 、 AT P を 生 産 す る 細 胞 小 器 官 で あ る ミ ト コ ン ド リ
ア は 胚 の 発 育 が 進 む に つ れ て 、 徐 々 に ク リ ス テ 構 造 が 発 達 、
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伸 長 す る こ と に よ り 成 熟 し た ミ ト コ ン ド リ ア と な る 。 一 連 の
ミ ト コ ン ド リ ア の 変 化 に 伴 い 、 酸 化 的 リ ン 酸 化 反 応 が 活 性 化
し て 、 酸 素 消 費 量 が 増 加 す る 【 2 6】。 さ ら に 、 阿 部 【 1】 は 桑
実 胚 期 か ら 胚 盤 胞 期 に か け て 細 胞 の 呼 吸 量 が 顕 著 に 増 加 す る
こ と を 報 告 し て い る 。 こ れ ら の こ と か ら 胚 の 発 育 ス テ ー ジ が
進 む に つ れ て 、 R O S 生 産 量 が 上 昇 す る た め 、胚 の 発 育 と と も
に 必 要 と な る 抗 酸 化 物 質 の 濃 度 も 変 化 す る と 考 え ら れ る 。 し
か し 、 本 研 究 で は 体 外 成 熟 お よ び 発 生 培 養 間 で の 葉 酸 濃 度 を
一 定 に し 、発 生 培 養 で は 9 日 間 培 養 液 を 交 換 し な か っ た た め 、
抗 酸 化 物 質 と し て の 葉 酸 の 機 能 が 持 続 せ ず 、 発 生 率 が 改 善 し
な か っ た 可 能 性 も 考 え ら れ る 。  
マ ウ ス 胚 に お い て 発 生 培 養 液 に ア ス コ ル ビ ン 酸 を 添 加 し 、
凍 結 融 解 後 の 生 存 性 が 向 上 し た と 報 告 が あ る【 5 0】。同 様 に 家
田 【 2 0】 は ア ス コ ル ビ ン 酸 濃 度 が 高 く な る に つ れ て 、 凍 結 融
解 後 の 生 存 性 が や や 上 昇 す る と 報 告 し て い る 。 本 研 究 で は カ
ロ テ ノ イ ド 類 の 一 種 で あ る ク ロ セ チ ン お よ び ビ タ ミ ン B 類 の
一 種 で あ る 葉 酸 を 用 い た 。 ク ロ セ チ ン を 添 加 す る こ と で 凍 結
融 解 後 の 生 存 性 の 向 上 は 認 め ら れ な か っ た が 、 葉 酸 に お い て
0 μ M 区 よ り も 2 . 5 μ M 区 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 が や や 高 か っ
た ( P = 0 . 11 )。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 酸 化 物 質 の 培 養 液 へ の 添
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加 は 劇 的 に 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 を 改 善 さ せ る こ と は な い が 、
過 度 な R O S に よ る 細 胞 膜 脂 質 の 過 酸 化 を 抑 制 す る こ と が で
き る の で は な い か と 考 え ら れ る 。  
本 章 で は ク ロ セ チ ン の 濃 度 を 1 µ M お よ び 2 . 5 µ M と し 体 外
発 生 培 養 液 へ 添 加 し 、 葉 酸 の 濃 度 を 2 . 5 μ M 、 2 5 μ M お よ び
5 0 μ M と し 体 外 成 熟 、 発 生 培 養 液 へ と そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 ク
ロ セ チ ン 、 葉 酸 と も に 卵 割 率 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解
後 の 生 存 率 、 孵 化 率 の 向 上 は 認 め ら れ な か っ た 。 以 上 の 結 果
か ら 、さ ら な る 至 適 濃 度 お よ び 添 加 時 期 の 検 討 が 必 要 で あ る 。 
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第 5 節  要 約  
本 章 で は ウ シ 体 外 成 熟 培 養 液 、 体 外 発 生 培 養 液 へ の ク ロ セ
チ ン ま た は 葉 酸 の 添 加 が 、 胚 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存
性 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。 実 験 に は 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣
か ら 採 取 し た 卵 子 を 用 い て 作 出 し た 体 外 受 精 胚 を 用 い た 。 実
験 1 で は 体 外 発 生 培 養 液 に 5 % C S を 添 加 し た C R 1 a a を 基 本 液
と し て 、ク ロ セ チ ン を 0、1、2 . 5 µ M 添 加 し た 3 区 で 培 養 を し
た 。実 験 2 で は 体 外 成 熟 培 養 液 と し て 5 %  C S、0 . 0 2 A U / m l  F S H
を 添 加 し た T C M 1 9 9、 ま た 体 外 発 生 培 養 液 に は 実 験 １ と 同 じ
培 養 液 を 用 い 、そ れ ぞ れ の 培 養 液 に 0、 2 . 5、 2 5 お よ び 5 0 μ M
の 葉 酸 を 添 加 し た 4 区 で 体 外 成 熟 お よ び 発 生 培 養 を 行 っ た 。
胚 の 凍 結 保 存 に は 1 . 5 M  E G、 0 . 1 M  S u c お よ び 2 0 % C S を 添 加
し た D - P B S を 用 い て 、体 外 受 精 後 7 か ら 9 日 目 ま で に 発 生 し
た 拡 張 胚 盤 胞 を 供 し た 。 凍 結 融 解 胚 は 、 0 . 1 m M  β M E お よ び
2 0 % F C S を 添 加 し た T C M 1 9 9 を 用 い て 7 2 時 間 体 外 培 養 し た 。
実 験 1 で は ク ロ セ チ ン を 添 加 し た 2 . 5 µ M 区 の 2 7 お よ び 3 1
時 間 目 の 卵 割 率 が 0 µ M 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。
2 . 5 µ M 区 の 体 外 受 精 後 7 日 目 の 胚 盤 胞 発 生 率 が 1 µ M よ り も 有
意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。 ま た 、 生 存 率 に 差 は な か っ た が 1 µ M
区 の 凍 結 融 解 後 の 孵 化 率 が 0、 2 . 5 µ M 区 よ り も 有 意 に 低 か っ
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た ( P < 0 . 0 1 )。  
実 験 2 で は 葉 酸 の 添 加 濃 度 間 に 卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率
に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 2 . 5 μ M 区 の 凍 結 融 解
後 の 生 存 率 は 0 μ M 区 よ り も や や 高 か っ た ( P = 0 . 11 )。  
以 上 よ り 、 本 研 究 で は ク ロ セ チ ン 及 び 葉 酸 の 培 養 液 へ の 添
加 は ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 を 向
上 さ せ な か っ た 。   
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第 Ⅱ 章  凍 結 保 護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が ウ シ 体 外 受 精 胚 の
凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響  
 
第 1 節  緒 言  
 2 0 1 5 年 農 林 水 産 省 生 産 局 の 調 査【 3 5】に よ れ ば 、ウ シ 胚 の
移 植 頭 数 は 増 加 傾 向 に あ り 、2 0 1 5 年 で は 1 0 0 , 0 0 0 頭 を 超 え る
移 植 が 行 わ れ て い る 。 そ の 中 で も 体 外 受 精 胚 の 移 植 頭 数 は 全
体 の 約 2 5 %を 占 め る 。 こ れ は 経 腟 採 卵 と 体 外 受 精 の 技 術 普 及
に よ り 、 体 外 受 精 胚 の 生 産 数 が 増 加 し た こ と が 一 因 で あ る 。
し か し 、 2 0 1 5 年 ま で の 1 0 年 間 の ウ シ 凍 結 体 外 受 精 胚 の 受 胎
率 は 3 8 . 2％ で あ り 、凍 結 体 内 受 精 胚 の 4 5 . 5％ と 比 較 す る と 低
い 値 で 推 移 し て い る 【 3 5】。  
ウ シ 体 外 受 精 胚 は 体 内 受 精 胚 と 比 較 す る と 、 凍 結 時 に 氷 晶
の 核 と な る 脂 肪 含 有 量 が 多 い 【 5】。 ま た 、 凍 結 融 解 後 の 生 存
性 お よ び 受 胎 性 が 低 い こ と か ら 、 凍 結 保 存 技 術 の さ ら な る 改
善 が 必 要 で あ る 。  
 M a s s i p ら【 3 1】は 、凍 結 保 護 物 質 と し て 1 . 4 M  G l y と 0 . 2 5 M  
S u c を 用 い て 凍 結 保 存 し た ウ シ 胚 を 、 凍 結 保 護 物 質 の 希 釈 、
除 去 せ ず に 直 接 移 植 し て 良 好 な 受 胎 率 を 報 告 し て い る 。 彼 ら
の 方 法 が 野 外 で の ダ イ レ ク ト 法 に 関 す る 最 初 の 報 告 で あ る 。
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ま た 、 日 本 国 内 に お い て も ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 に は 1 . 4 M 
G l y が 凍 結 保 護 物 質 と し て 広 く 用 い ら れ て い る 【 2 8】。  
D o c h i ら【 9】は 、ウ シ 胚 の 凍 結 保 存 で 凍 結 保 護 物 質 と し て
1 . 8 M  E G を 用 い た ダ イ レ ク ト 法 に よ り 子 牛 を 生 産 し て お り 、
Vo e l k e l ら 【 5 3】 も 同 様 の 方 法 で 良 好 な 受 胎 率 を 報 告 し て い
る 。 こ れ ら の 報 告 の 後 に E G は ダ イ レ ク ト 法 に 適 し た 凍 結 保
護 物 質 で あ る と 認 識 さ れ 、 世 界 で 広 く 使 用 さ れ て い る
【 11 , 2 9 , 3 3】。 ま た 、 Vo e l k e ら 【 5 3】 は 、 1 . 5 M  E G を 用 い て
凍 結 し た ウ シ 体 内 受 精 胚 の 生 存 率 が 高 い こ と を 報 告 し て お り 、
1 . 2 5 M ま で 濃 度 を 下 げ て も 差 が な い と し て い る 。し た が っ て 、
凍 結 保 護 物 質 の 濃 度 を 下 げ る こ と に よ り 、 融 解 後 の 覆 水 時 の
過 度 な 細 胞 の 膨 張 や 塩 害 に よ る 障 害 を 抑 制 す る こ と が で き る
と 考 え ら れ る 。  
Vo e l k e ら 【 5 3】 の 報 告 の ほ か に 1 . 5 M よ り も 濃 度 を 下 げ て
凍 結 を し た 報 告 は 少 な く 【 8】、 E G 濃 度 が 生 存 性 に 与 え る 影
響 に つ い て は 詳 細 に 検 討 さ れ て い な い 。そ の た め 低 濃 度 の E G
に よ る ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に つ い て 検 討 が
必 要 で あ る 。  
そ こ で 本 研 究 の 第 2 章 で は 、 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 や 1 . 5 M
よ り も 低 い E G 濃 度 が ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性
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に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。  
 
第 2 節  材 料 お よ び 方 法  
 
1 .  供 試 卵 子  
1 )  供 試 卵 巣  
 供 試 卵 巣 に は 、 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣 を 用 い た 。 ウ シ 卵 巣
は 採 取 後 、パ ウ チ パ ッ ク 内 に 入 れ 、B S E 検 査 終 了 ま で の 3～ 4
時 間 、 2 0℃ の 恒 温 器 で 保 管 し た 。 B S E 検 査 終 了 後 、発 泡 ス チ
ロ ー ル の 箱 に 入 れ て 実 験 室 に 持 ち 帰 っ た も の と 、 ク ー ル 便 に
て 翌 朝 に 研 究 室 に 到 着 し た も の を 用 い た 。  
 
2 )  卵 子 の 採 取  
 卵 巣 は 、卵 巣 間 膜 お よ び 脂 肪 を 除 去 し た 後 に 、 3 6 度 に 保 温
し た 滅 菌 済 み 生 理 食 塩 水 で 数 回 洗 浄 し 、 滅 菌 済 み ペ ー パ ー タ
オ ル で 余 分 な 水 分 や 血 液 を 除 去 し た 。 卵 巣 内 の 未 成 熟 卵 子 の
吸 引 採 取 に は 3 % C S を 添 加 し た D - P B S で 数 回 洗 浄 し た 1 9 G
の 注 射 針 を 装 着 し た 5 m l シ リ ン ジ を 用 い た 。 シ リ ン ジ 内 に
3 % C S を 添 加 し た D - P B S を 約 1 m l 吸 引 し 、 直 径 2～ 6 m m の
卵 胞 か ら 未 成 熟 卵 子 を 吸 引 し た 。  
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3 )  卵 子 の 検 索  
 卵 巣 か ら 吸 引 し た 未 成 熟 卵 子 を 含 む 卵 胞 液 は 、5 0 m l 遠 沈 管
内 に 貯 め ら れ た 。未 成 熟 卵 子 を 遠 沈 管 内 に 2 分 3 0 秒 間 沈 殿 さ
せ た 後 に 、 沈 殿 物 を 残 し て 上 澄 み を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除
去 し た 。残 っ た 沈 殿 物 に 3 % C S を 添 加 し た D - P B S を 加 え 、転
倒 混 和 し た 後 に 未 成 熟 卵 子 を 再 び 2 分 3 0 秒 間 沈 殿 さ せ 、ア ス
ピ レ ー タ ー に て 上 澄 み を 吸 引 除 去 し た 。 残 り の 沈 殿 物 を
9 0 m m シ ャ ー レ 内 に 取 り 出 し 、 3 % C S を 添 加 し た D - P B S で 希
釈 し た 。 そ の 後 、 実 体 顕 微 鏡 下 で 卵 子 の 検 索 を 行 い 、 回 収 し
た 未 成 熟 卵 子 は 1 0 % C S を 添 加 し た D - P B S を 入 れ た 3 5 m m プ
ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 内 に 集 め た 。  
 
4 )  卵 子 品 質  
 卵 子 の 品 質 は 卵 丘 細 胞 が 2 層 以 上 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な も
の を G r a d e 1、 卵 丘 細 胞 が 1 層 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な も の を
G r a d e 2、卵 丘 細 胞 が わ ず か し か 付 着 し て お ら ず 、脂 肪 質 が 均
一 ま た は 卵 丘 細 胞 が 付 着 し 細 胞 質 が 不 均 一 な も の を G r a d e 3、
細 胞 質 の 均 一 性 に 関 わ ら ず 卵 丘 細 胞 が ほ と ん ど 付 着 し て い な
い も の を G r a d e 4 と し た 。 さ ら に 、 膨 化 し た 卵 丘 細 胞 が 付 着
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し た も の の 計 5 種 類 に 選 別 し た 。体 外 受 精 培 養 に は 、G r a d e 1
お よ び 2 の 未 成 熟 卵 子 を 用 い た 。  
 
2 .  卵 子 の 体 外 成 熟 培 養  
 1 0 % C S を 添 加 し た D - P B S を 2 m l 入 れ た 3 5 m m プ ラ ス チ ッ
ク シ ャ ー レ 3 枚 を 用 意 し 、 回 収 し た 卵 子 を 順 に 移 動 さ せ 、 洗
浄 し た 。 そ の 後 、 体 外 成 熟 培 養 液 で あ る 5 % C S お よ び
0 . 0 2 A U / m l  F S H を 添 加 し た T C M - 1 9 9 で 2 回 洗 浄 し た 。  
 洗 浄 し た 卵 子 は 、 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 内 に 作 製 し
た 1 0 0 μ l の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ を 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆
っ た も の に 2 0～ 2 5 個 ず つ 導 入 し た 。体 外 成 熟 培 養 に は 3 8 . 5℃ 、
5 % C O 2、 9 5 %空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 2 0 時 間 行 っ た 。 
 
3 .  体 外 受 精  
1 )  生 存 精 子 の 分 離  
 体 外 受 精 に は 1 頭 の ホ ル ス タ イ ン 種 雄 牛 お よ び 1 頭 の 黒 毛
和 種 種 雄 牛 の 凍 結 精 液 を 用 い た 。凍 結 精 液 の 融 解 は 3 7℃ の 温
湯 中 に 3 0 秒 間 浸 漬 し て 融 解 し た 後 に 、 Ta k a h a s h i ら 【 4 9】
の 方 法 に 準 じ て パ ー コ ー ル 密 度 勾 配 法 に よ り 生 存 精 子 を 分 離
し た 。す な わ ち パ ー コ ー ル 溶 液 お よ び 1 0 倍 濃 度 の B O 液【 3】
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で 調 整 し た 9 0 %パ ー コ ー ル 溶 液 と 1 倍 濃 度 の B O 液 と 9 0 %パ
ー コ ー ル 溶 液 を 同 量 ず つ 混 合 し て 調 整 し た 4 5 %パ ー コ ー ル 溶
液 を 用 い た 。1 5 m l プ ラ ス チ ッ ク 遠 沈 管 に 4 5 %パ ー コ ー ル 溶 液
を 2 m l 入 れ た 後 に 、 9 0 %パ ー コ ー ル 溶 液 を 2 m l 底 に 入 れ 、融
解 し た 精 液 を 4 5 %パ ー コ ー ル 上 に 重 層 し た 。 重 層 し た 精 液 は
2 0 0 0 r p m で 2 0 分 間 遠 心 分 離 を 行 っ た 後 に 、 上 清 を ア ス ピ レ
ー タ ー で 吸 引 除 去 す る こ と で 生 存 精 子 を 分 離 し た 。  
 
2 )  精 子 の 受 精 能 誘 起 法  
 精 子 の 受 精 能 誘 起 法 に は 、 I m a i ら【 2 2】の 方 法 を 1 部 修 正
し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 パ ー コ ー ル 溶 液 に よ り 分 離 さ れ た 生
存 精 子 に 1 0 m M ヒ ポ タ ウ リ ン お よ び 4 U / m l ヘ パ リ ン を 添 加 し
た 精 子 洗 浄 液 を 6 m l 加 え 、1 8 0 0 r p m で 5 分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、
上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去 し た 。  
 
3 )  精 子 濃 度 の 調 整  
 分 離 お よ び 受 精 能 を 誘 起 し た 精 液 は 精 子 濃 度 が 1 0×1 0 6 / m l
に な る よ う に 、 精 子 洗 浄 液 を 加 え 調 整 し た 。 さ ら に 等 量 の
2 0 m g / m l  B S A 添 加 B O 液 を 加 え て 、最 終 精 子 濃 度 を 5×1 0 6 / m l
に 調 整 し 、 精 子 浮 遊 液 と し た 。  
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4 )  体 外 受 精  
 精 子 浮 遊 液 で 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 1 0 0 μ l の ド ロ
ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ た も の を 体 外 受 精 培 地
と し た 。成 熟 卵 子 は 1 0 m g / m l  B S A を 添 加 し た B O 液 で 3 回 洗
浄 し た 後 に 、1 ド ロ ッ プ あ た り 2 0 個 ず つ 導 入 し 、体 外 成 熟 培
養 と 同 様 の 気 相 条 件 下 で 6～ 8 時 間 媒 精 を 行 っ た 。  
  
5 )  体 外 発 生 培 養  
 体 外 発 生 培 養 に は 、 5 % C S を 添 加 し た C R 1 a a【 4 1】 を 体 外
発 生 培 養 液 と し て 用 い た 。 接 合 子 は 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り
卵 丘 細 胞 を 完 全 に 除 去 し た 後 に 、 体 外 発 生 培 養 液 で 3 回 洗 浄
し た 。 6 0 m m プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 1 0 0 μ l の 体 外 発 生 培 養
液 の ド ロ ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ た も の に 、 接
合 子 を 2 0 個 ず つ 導 入 し て 、3 8 . 5℃ 、5 % C O 2、5 % O 2、9 0 % N 2、
湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 体 外 発 生 培 養 を 行 っ た 。  
 
5 .  胚 の 凍 結 お よ び 融 解  
1 )  胚 の 凍 結 方 法  
胚 の 凍 結 に は 媒 精 日 を 0 日 目 と し て 7～ 9 日 目 に 発 生 し た 拡
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張 胚 盤 胞 を 用 い た 。 実 験 1 で は 凍 結 媒 液 に 1 . 2、 1 . 5 M  E G、
0 . 1 M  S u c お よ び 2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S の 2 種 類 （ 1 . 2 M
区 お よ び 1 . 5 M 区 ）、 ま た 、 1 . 4 M  G l y  ( 0 7 5 - 0 0 6 1 6、 Wa k o )、
0 . 2 5 M  S u c お よ び 2 0 % F C S を 添 加 し た D - P B S（ G l y 区 ）を 加
え た 計 3 種 類 を 用 い た 。 実 験 2 で は 、 0 . 9、 1 . 2、 1 . 5 M  E G に
0 . 1 M  S u c お よ び 2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S の 計 3 種 類（ 0 . 9 M
区 、 1 . 2 M 区 お よ び 1 . 5 M 区 ）の 凍 結 媒 液 を 用 い た 。拡 張 胚 盤
胞 は 3 % C S を 添 加 し た D - P B S で 洗 浄 し た 後 、胚 を 同 液 で 作 製
し た 5 0 μ l ド ロ ッ プ に そ れ ぞ れ 1～ 1 0 個 ず つ 導 入 し 、 国 際 受
精 卵 技 術 学 会 ( I n t e r n a t i o n a l  E m b r y o  Te c h n o l o g y  S o c i e t y )の
指 標 【 3 8】 に 基 づ い て c o d e - 1 (変 性 部 位 は 1 5 %以 下 )お よ び
c o d e - 2 (変 性 部 位 は 5 0 %未 満 )の 胚 を 選 別 し た 。そ の 後 、E G を
添 加 し た 区 で は 各 濃 度 の 凍 結 媒 液 に 移 し 、直 ち に 0 . 2 5 m l プ ラ
ス チ ッ ク ス ト ロ ー に 吸 引 し 、室 温 下 で 1 5 分 間 保 持 し た 。ま た 、
G l y 区 で は 、 1 . 4 M  G l y を 添 加 し た D - P B S 内 に 胚 を 移 し 、 1 0
分 間 静 置 す る こ と で 平 衡 処 理 を 行 っ た 。そ の 後 、 1 . 4 M  G l y お
よ び 0 . 2 5 M  S u c を 添 加 し た D - P B S 内 に 胚 を 移 し 、 直 ち に
0 . 2 5 m l プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー に 吸 引 し 、 室 温 下 で 1 0 分 間 保
持 し た 。  
 実 験 1、 2 と も に 凍 結 方 法 は D o c h i ら 【 9】の 方 法 を 修 正 し
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て 行 っ た 。 す な わ ち 、 胚 を 吸 引 し た プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー を
あ ら か じ め - 7℃ に 設 定 し て い た プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー の エ チ
ル ア ル コ ー ル 槽 内 に 直 接 浸 漬 し 、2 分 後 に 植 氷 し た 。そ の 後 、
同 温 度 で 1 3 分 間 保 持 し 、 - 0 . 3℃ /分 で - 3 0℃ ま で 冷 却 し た 後 に
液 体 窒 素 中 に 投 入 し て 凍 結 し た 。凍 結 後 、 2 4 時 間 以 上 液 体 窒
素 中 に 保 存 し た 。  
 
2 )  胚 の 融 解 方 法  
 融 解 は D o c h i ら 【 9】 の 方 法 に 準 じ た 。 す な わ ち 、 凍 結 胚
の 融 解 は 液 体 窒 素 か ら 取 り 出 し た プ ラ ス チ ッ ク ス ト ロ ー を 室
温 下 で 空 気 中 に 7 秒 間 保 持 し た 後 に 、 3 0℃ の 温 湯 中 に 2 0 秒
間 浸 漬 し た 。 融 解 後 、 滅 菌 角 型 シ ャ ー レ 2 号 内 に プ ラ ス チ ッ
ク ス ト ロ ー 内 容 物 を 押 し 出 し 、 実 体 顕 微 鏡 下 で 回 収 し た 胚 を
3 8 . 0℃ に 加 温 し た 2 0 % F C S を 添 加 し た D - P B S に 1 0 分 間 浸 漬
さ せ た 。 そ の 後 、 0 . 1 m M  β M E お よ び 2 0 % F C S を 添 加 し た
T C M - 1 9 9 で 2 回 洗 浄 し 、 同 液 で 作 製 し た 2 0 μ l ド ロ ッ プ で 胚
を 3 8 . 5℃ 、 5 % C O 2、 9 5 %空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 個 別
に 培 養 を 行 っ た 。  
 
3 )  融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 の 確 認  
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 生 存 率 は 融 解 直 後 を 0 時 間 目 と し て 、7 2 時 間 目 に 確 認 し た 。
7 2 時 間 目 に 細 胞 の 変 性 が 少 な く 拡 張 ま た は 脱 出 し て い る 胚
を 生 存 胚 、透 明 帯 か ら 完 全 に 脱 出 し て い る 胚 を 孵 化 胚 と し て 、
生 存 率 お よ び 孵 化 率 を 調 べ た 。  
 
6 .  統 計 分 析  
 実 験 1、2 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 は イ ェ イ ツ の
カ イ 2 乗 検 定 を 用 い て 分 析 し た 。  
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第 3 節  結 果  
実 験 1  
凍 結 に 用 い た 胚 は 、 1 . 2 M、 1 . 5 M お よ び G l y 区 で そ れ ぞ れ
3 9 個 、3 8 個 、3 7 個 で あ っ た 。融 解 後 の 培 養 7 2 時 間 目 の 生 存
率 お よ び 孵 化 率 は 表 2 - 1 に 示 し た 。 各 区 間 の 生 存 率 お よ び 孵
化 率 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。  
各 区 の 凍 結 胚 の 品 質 別 ( c o d e - 1 お よ び 2 )の 生 存 率 お よ び 孵
化 率 を 表 2 - 2 お よ び 表 2 - 3 に 示 し た 。 各 区 の 凍 結 胚 の 品 質 別
の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。  
 
実 験 2  
凍 結 に 用 い た 胚 は 、0 . 9 M、1 . 2 M お よ び 1 , 5 M 区 で そ れ ぞ れ
5 7 個 、 5 5 個 、 5 6 個 で あ っ た 。 7 2 時 間 目 の 生 存 率 お よ び 孵 化
率 を 表 2 - 4 に 示 し た 。 0 . 9 M 区 の 生 存 率 は 1 . 2 M お よ び 1 . 5 M
区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 1 )。ま た 、0 . 9 M 区 の 孵 化 率 も
1 . 5 M 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。  
各 区 の 凍 結 胚 の 品 質 別 ( c o d e - 1 お よ び 2 )の 生 存 率 お よ び 孵
化 率 を 表 2 - 5 お よ び 表 2 - 6 に 示 し た 。 c o d e - 1 の 0 . 9 M 区 の 生
存 率 は 1 . 2 M お よ び 1 . 5 M 区 と 比 較 し て 有 意 に 低 か っ た
( P < 0 . 0 5 )。
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表 2-1. 凍結保護物質の種類、濃度の違いが凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 1.2M 39 28(71.8) 27(69.2) 
 1.5M 38 29(76.3) 24(63.2) 
グリセリン 1.4M 37 28(75.7) 24(64.9) 
各区に有意差なし  
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表 2-2. 凍結保護物質の種類、濃度の違いが凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響(code-1) 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 1.2M 18 16(88.9) 16(88.9) 
 1.5M 19 17(89.5) 16(84.2) 
グリセリン 1.4M 18 14(77.8) 12(66.7) 
各区に有意差なし  
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表 2-3. 凍結保護物質の種類、濃度の違いが凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響(code-2) 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 1.2M 21 12(57.1) 11(52.4) 
 1.5M 19 12(63.2) 8(42.1) 
グリセリン 1.4M 19 14(73.7) 12(63.2) 
各区に有意差なし  
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表 2-4. エチレングリコールの濃度が凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 0.9M 57 27(47.4)a 25(43.9)c 
 1.2M 55 38(69.1)b 29(52.7) 
 1.5M 56 43(76.8)b 35(62.5)d 
a-b : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.01) 
c-d : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.05) 
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表 2-5. エチレングリコールの濃度が凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響(code-1) 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 0.9M 31 16(51.6)a 15(48.4) 
 1.2M 30 24(80.0) b 20(66.7) 
 1.5M 31 25(80.6)b 22(71.0) 
a-b : 同列の異符号間に有意差有り(P<0.05) 
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表 2-6. エチレングリコールの濃度が凍結融解後のウシ体外受精胚の生存率および孵化率に及ぼす影響(code-2) 
凍結保護物質の種類 濃度 供試胚数 生存数(%) 孵化数(%) 
エチレングリコール 0.9M 26 11(42.3) 10(38.5) 
 1.2M 25 14(56.0) 9(36.0) 
 1.5M 25 18(72.0) 13(52.0) 
各区に有意差なし 
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第 4 節  考 察  
 凍 結 保 護 物 質 は 浸 透 圧 差 に よ り 胚 細 胞 内 の 水 分 と 置 換 さ れ 、
脱 水 を 促 進 さ せ る こ と で 細 胞 内 氷 晶 の 発 生 を 抑 制 す る 。 し か
し 、 凍 結 保 護 物 質 を 添 加 せ ず に 冷 却 す る と 、 細 胞 内 の 脱 水 が
不 十 分 と な り 、 細 胞 内 氷 晶 が 形 成 さ れ る 。 胚 内 に 形 成 さ れ た
氷 晶 は 、 致 命 的 な ダ メ ー ジ と な り 生 存 性 を 損 な う 。 細 胞 膜 に
透 過 す る E G や G l y は ウ シ 胚 の 凍 結 時 に 凍 結 保 護 物 質 と し て
用 い ら れ る 。し か し 、融 解 直 後 の 胚 細 胞 内 部 の 浸 透 圧 は 高 く 、
内 外 の 浸 透 圧 差 に よ り 水 が 多 量 に 流 入 す る 。 水 の 流 入 に よ る
胚 細 胞 の 過 度 な 膨 張 は 、 生 存 性 に 重 大 な 悪 影 響 を 及 ぼ す 。 特
に G l y は 胚 細 胞 膜 の 透 過 性 が 低 い た め 、 ダ イ レ ク ト 法 に は 不
向 き と さ れ て い た 。そ の た め 、段 階 的 に 凍 結 保 護 物 質 を 希 釈・
除 去 す る 方 法【 2】や ス ト ロ ー 内 で G l y を 希 釈 す る 方 法【 3 0】
が 用 い ら れ て き た 。1 9 8 4 年 に M a s s i p ら【 3 1】は 、G l y と S u c
の 混 合 液 を 凍 結 保 護 物 質 と し て 用 い る こ と で 、 融 解 後 の 凍 結
保 護 物 質 の 希 釈 ・ 除 去 を 行 う こ と な く 直 接 移 植 を 行 い 、 良 好
な 受 胎 率 を 得 た こ と を 報 告 し て い る 。 こ の こ と は 、 S u c が 高
い 浸 透 圧 差 を 緩 和 す る 緩 衝 剤 と し て 機 能 す る こ と を 示 し て い
る 。し た が っ て 、本 研 究 に て 1 . 4 M  G l y、1 . 5 M お よ び 1 . 2 M  E G
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の 間 で 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た の
は 、 浸 透 圧 緩 衝 剤 と し て S u c を 用 い た た め と 考 え ら れ た 。  
ダ イ レ ク ト 法 に 用 い ら れ る G l y の 濃 度 は 主 に 1 0 % ( 1 . 4 M )で
あ る 【 2 8】。 高 田 ら 【 4 6】 は 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後
の 生 存 性 は 、 G l y 濃 度 が 5 %か ら 1 0 %の 間 で 差 は 認 め ら れ ず 、
5 % G l y で 凍 結 し た 胚 の 受 胎 率 は 4 5 . 1 %で あ っ た と 報 告 し て い
る 。 こ の こ と は 凍 結 保 護 物 質 を 希 釈 す る こ と な く 5 %  G l y で
凍 結 し た 胚 の 直 接 移 植 が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 以 上
か ら 、 凍 結 保 護 物 質 の 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 胚 移 植
時 の 高 い 浸 透 圧 差 に よ る 浸 透 圧 障 害 を 緩 和 す る こ と が で き る
と 考 え ら れ る 。  
 D o c h i ら【 9】は 、融 解 後 の 生 存 性 に 対 す る 希 釈 時 の 温 度 条
件 ( 2 2 . 0℃ お よ び 3 8 . 5℃ )の 影 響 に つ い て 報 告 し て い る 。 融 解
後 の 生 存 率 は 3 8 . 5℃ に 比 べ て 2 2 . 0℃ で 希 釈 さ れ た も の が 低
か っ た 。 希 釈 温 度 が 低 い と 、 胚 内 の 凍 結 保 護 物 質 の 分 散 速 度
が 緩 や か に な り 、 胚 細 胞 内 外 に 濃 度 勾 配 を 生 じ さ せ 、 流 入 し
た 多 量 の 水 に よ っ て 胚 が 過 度 に 膨 張 す る 。 し か し 、 希 釈 時 の
温 度 が 生 体 内 と 同 程 度 な ら ば 凍 結 保 護 物 質 の 拡 散 速 度 が 上 昇
す る こ と に よ り 、 胚 細 胞 の 過 度 な 膨 張 を 抑 制 し 、 高 い 生 存 率
を 得 ら れ る 。 こ の よ う に 凍 結 保 護 物 質 の 濃 度 差 に よ る 浸 透 圧
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の 急 激 な 変 化 は 過 度 な 胚 細 胞 の 膨 張 を 引 き 起 こ し 、 生 存 率 に
悪 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ て い る 。 そ の た め 凍 結 保 護 物 質
の 濃 度 の 低 減 は 、 胚 細 胞 内 外 の 濃 度 勾 配 を 緩 和 し 、 融 解 後 の
生 存 性 を 改 善 さ せ る 。  
 凍 結 保 護 物 質 は 、 胚 に 対 し て 化 学 的 毒 性 を 有 す る 。
S h i m o h i r a ら 【 4 4】 は 、 融 解 後 に E G が 胚 細 胞 内 に 長 期 間 留
ま る こ と は 生 存 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ す と 報 告 し て お り 、 高 濃 度
の 塩 類 に 曝 さ れ る こ と が 原 因 で あ る と し て い る 。 高 濃 度 の 凍
結 保 護 物 質 に よ る 塩 害 は 細 胞 間 の 結 合 を 弱 ま ら せ る こ と に よ
り 胚 を 損 傷 さ せ る【 2 7】。し た が っ て 、凍 結 保 護 物 質 の 濃 度 を
下 げ る こ と に よ り 、 胚 細 胞 へ の 化 学 的 毒 性 を 緩 和 さ せ る こ と
が で き た と 考 え ら れ た 。  
以 上 の こ と か ら ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 を 向
上 さ せ る た め に は 低 濃 度 の 凍 結 保 護 物 質 が 有 効 で あ る と 考 え
ら れ る 。 し か し 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 保 存 の た め に 1 . 5 M
よ り も 低 い 濃 度 で E G を 用 い た 報 告 は 少 な い【 8 , 5 3】。本 研 究
で は 1 . 2 M か ら 1 . 5 M 濃 度 の 間 で 生 存 性 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ
な か っ た が 、 0 . 9 M  E G の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 は 1 . 5 M  E G で
凍 結 し た も の よ り も 有 意 に 低 か っ た 。同 様 に Vo e l k e l ら【 5 3】
は 、1 . 0 M ま で E G 濃 度 を 下 げ る と 生 存 性 が 低 下 す る と 報 告 し
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て お り 、 本 研 究 の 結 果 と 類 似 す る 。 こ れ ら の 結 果 か ら 凍 結 保
護 物 質 の 濃 度 を 下 げ 過 ぎ た 場 合 、 胚 細 胞 内 の 脱 水 が 不 十 分 に
な る た め 、 冷 却 時 に 細 胞 内 氷 晶 が 形 成 さ れ 、 生 存 性 に 悪 影 響
を 及 ぼ す と 考 え ら れ る 。 ま た 、 凍 結 媒 液 の 氷 点 は そ の 凍 結 保
護 物 質 の 濃 度 に 依 存 す る た め 、 濃 度 が 高 い ほ ど 氷 点 は 低 く な
る 。 植 氷 時 に 発 生 す る 潜 熱 に よ る 急 激 な 温 度 上 昇 と 下 降 は 胚
に と っ て 大 き な 障 害 で あ り 、 可 能 な 限 り こ の 温 度 の 上 昇 と 下
降 の 幅 を 小 さ く す る こ と が 重 要 で あ る 。 し た が っ て 、 こ の 温
度 変 化 を 抑 制 す る た め に 氷 点 よ り も や や 低 い 温 度 域 で 植 氷 を
行 わ な け れ ば な ら な い 。 本 研 究 で は す べ て の 区 に お い て - 7℃
で 植 氷 を 行 っ て い る た め 、0 . 9 M 区 で は 潜 熱 に よ る 温 度 変 化 が
大 き く 、 生 存 性 を 損 な っ た 可 能 性 が あ る 。 こ の こ と か ら 、 植
氷 温 度 や S u c 濃 度 の さ ら な る 検 討 が 必 要 で あ る 。  
本 研 究 の 第 Ⅱ 章 で は 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が ウ シ
体 外 受 精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。
凍 結 保 護 物 質 の 種 類 に よ る 生 存 性 の 有 意 な 差 は 認 め ら れ ず 、
1 . 2 M ま で E G 濃 度 を 低 下 さ せ て も 生 存 性 に 有 意 な 差 が 認 め ら
れ な い こ と が 示 さ れ た 。し か し 、0 . 9 M ま で 濃 度 を 低 下 さ せ る
と 、1 . 5 M よ り も 生 存 性 が 低 下 し た こ と か ら 、浸 透 圧 緩 衝 剤 で
あ る S u c 濃 度 の 検 討 が 必 要 で あ る 。  
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 以 上 よ り 、E G 濃 度 は 1 . 2 M ま で 低 下 さ せ て も 生 存 性 に 影 響
を 与 え な か っ た 。 し た が っ て 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 に 用 い
る E G は 1 . 2 M ま で 濃 度 を 下 げ る こ と が 可 能 な こ と が 示 さ れ
た 。
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第 5 節  要 約  
 本 章 で は 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結 保 存 に 用 い ら れ る 凍 結 保
護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響
を 検 討 し た 。 実 験 に は 体 外 受 精 後 7 か ら 9 日 目 ま で に 発 生 し
た 拡 張 胚 盤 胞 を 供 し た 。 実 験 1 の 凍 結 媒 液 に は 1 . 4 M  G l y、
0 . 2 5 M  S u c、2 0 %  F C S を 添 加 し た D - P B S と 1 . 2 M お よ び 1 . 5 M  
E G、0 . 1 M  S u c、2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S の 計 3 種 類 を 用 い
た 。実 験 2 の 凍 結 媒 液 に は 0 . 9、1 . 2 お よ び 1 . 5 M  E G、0 . 1 M  S u c
お よ び 2 0 %  C S を 添 加 し た D - P B S の 計 3 種 類 を 用 い た 。実 験
1、 2 と も に 凍 結 胚 の 融 解 後 、 0 . 1 m M β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
お よ び 2 0％ F C S を 添 加 し た T C M 1 9 9 で 7 2 時 間 体 外 培 養 し た 。
実 験 1 で は 1 . 4 M  G l y、1 . 2 M お よ び 1 . 5 M  E G 区 に お い て 培 養
後 7 2 時 間 目 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な
か っ た 。実 験 2 で は 0 . 9 M  E G 区 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 は 1 . 5 M  
E G 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 1 お よ び P < 0 . 0 5 )。 ま た 、
c o d e - 1 の 0 . 9 M  E G 区 の 生 存 率 は 1 . 2 M お よ び 1 . 5 M  E G 区 よ
り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。  
以 上 よ り 、体 外 受 精 胚 の 凍 結 に お い て E G の 濃 度 は 1 . 2 M ま
で 低 下 さ せ て も 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と
が 示 さ れ た 。  
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第 Ⅲ 章  総 括  
 近 年 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 の 移 植 頭 数 は 増 加 傾 向 に あ る 。 こ の
理 由 の 1 つ に 経 腟 採 卵 と 体 外 受 精 技 術 を 組 み 合 わ せ た 胚 生 産
方 法 が 広 く 普 及 し 、 効 率 的 な 生 産 が 可 能 と な っ た こ と が 挙 げ
ら れ る 。 し か し 、 ウ シ 体 外 受 精 胚 は 体 内 受 精 胚 と 比 較 す る と
受 胎 率 が 低 い 。特 に 凍 結 胚 の 受 胎 率 が 低 い こ と が 問 題 で あ り 、
凍 結 融 解 後 の 生 存 性 の 向 上 が 課 題 で あ る 。そ こ で 本 研 究 で は 、
第 Ⅰ 章 で 体 外 成 熟 ・ 発 生 培 養 液 へ の 抗 酸 化 物 質 で あ る ク ロ セ
チ ン と 葉 酸 の 添 加 が ウ シ 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存
性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 ま た 、 第 Ⅱ 章 で 超 低 温 保
存 に 用 い ら れ る 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 及 び 濃 度 が ウ シ 体 外 受 精
胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て
検 討 し た 。  
 
第 Ⅰ 章  体 外 成 熟 ・ 発 生 培 養 液 へ の 抗 酸 化 物 質 で あ る ク ロ セ
チ ン と 葉 酸 の 添 加 が ウ シ 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後  
の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響  
 
 第 Ⅰ 章 で は 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 酸 化 ス
ト レ ス 抑 制 の た め 、 抗 酸 化 物 質 で あ る ク ロ セ チ ン ま た は 葉 酸
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を 体 外 成 熟 お よ び 体 外 発 生 培 養 液 へ 添 加 す る こ と で ウ シ 体 外
受 精 胚 の 発 生 率 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 率 お よ び 孵 化 率 に 及 ぼ す
影 響 を 検 討 し た 。実 験 1、2 と も に 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣 か ら
採 取 し て 作 出 し た ウ シ 体 外 受 精 胚 を 用 い た 。 実 験 1 で の 体 外
発 生 培 養 液 は 、5 %  C S を 添 加 し た C R 1 a a を 基 本 液 と し て 0 µ M、
1 µ M、 2 . 5 µ M と な る よ う に ク ロ セ チ ン を 添 加 し た 計 3 試 験 区
で 行 っ た 。 凍 結 保 存 に は 1 . 5 M  E G、 0 . 1 M  S u c お よ び 2 0 % C S
を 添 加 し た D - P B S を 用 い て 7 か ら 9 日 目 の 拡 張 胚 盤 胞 を 凍 結
し た 。 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 は 、 2 0 % F C S お よ び 0 . 1 m M  β M E
を 添 加 し た T C M 1 9 9 を 用 い て 7 2 時 間 体 外 培 養 を 行 っ た 。 実
験 2 で の 体 外 成 熟 培 養 液 は 、5 % C S お よ び 0 . 0 2 A U / m l  F S H を
添 加 し た T C M 1 9 9 を 基 本 液 と し て 0 μ M、2 . 5 μ M、2 5 μ M、5 0 μ M
と な る よ う に 葉 酸 を 添 加 し た 。 体 外 発 生 培 養 液 は 実 験 1 と 同
様 の も の を 用 い て 成 熟 培 養 時 の 濃 度 と 同 じ に な る よ う に 添 加
し た 。 ま た 、 凍 結 お よ び 融 解 後 の 培 養 は 実 験 1 と 同 様 の 方 法
で 行 っ た 。実 験 1 の 2 7 時 間 目 お よ び 3 1 時 間 目 に お け る 卵 割
率 は 2 . 5 µ M 区 が 0 µ M 区 よ り も 有 意 に 低 い 値 を 示 し た
( P < 0 . 0 5 )。 ま た 、 1 µ M 添 加 区 の 7 日 目 に お け る 胚 盤 胞 発 生 率
が 2 . 5 µ M 添 加 区 よ り も 有 意 に 高 い 値 ( P < 0 . 0 5 )を 示 し た 。各 濃
度 の 生 存 率 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 1 µ M 添 加 区 の 孵
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化 率 が 0 µ M お よ び 2 . 5 µ M 添 加 区 よ り も 有 意 に 低 い 値
( P < 0 . 0 1 )を 示 し た 。 こ の こ と よ り 、 ク ロ セ チ ン の 添 加 は 本 試
験 の 培 養 系 で は ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の
生 存 性 の 向 上 に 繋 が ら な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 実 験 2 で
は 各 濃 度 間 の 卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 に 有 意 な 差 は 認 め ら
れ な か っ た 。 ま た 、 1 μ M 区 の 生 存 率 が 0 μ M 区 よ り も や や 高
い 結 果 と な っ た が 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た ( P = 0 . 11 )。 以
上 よ り 、 本 研 究 で 用 い た 葉 酸 の 体 外 成 熟 、 発 生 培 養 液 へ の 添
加 法 は ウ シ 体 外 受 精 胚 の 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に
影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が 示 唆 さ れ た 。  
 
第 Ⅱ 章  凍 結 保 護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が ウ シ 体 外 受 精 胚 の
凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響  
 
 第 Ⅱ 章 で は 、 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 お よ び 濃 度 が ウ シ 体 外 受
精 胚 の 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。
実 験 に は 食 肉 処 理 場 由 来 の 卵 巣 か ら 採 取 し て 作 出 し た ウ シ 体
外 受 精 胚 を 用 い た 。 体 外 受 精 後 7 か ら 9 日 目 に 発 生 し た 拡 張
胚 盤 胞 を 供 試 し た 。 実 験 1 で は 凍 結 媒 液 に 1 . 2、 1 . 5 M  E G、
0 . 1 M  S u c お よ び 2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S の 2 種 類 （ 1 . 2 M
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区 お よ び 1 . 5 M 区 ）、 ま た 、 1 . 4 M  G l y 、 0 . 2 5 M  S u c お よ び
2 0 % F C S を 添 加 し た D - P B S（ G l y 区 ） を 加 え た 計 3 種 類 を 用
い た 。 実 験 2 で は 、 0 . 9、 1 . 2、 1 . 5 M  E G に 0 . 1 M  S u c お よ び
2 0 % C S を 添 加 し た D - P B S の 計 3 種 類 （ 0 . 9 M 区 、 1 . 2 M 区 お
よ び 1 . 5 M 区 ） の 凍 結 媒 液 を 用 い た 。 凍 結 融 解 後 、 2 0 % F C S
お よ び 0 . 1 m M  β M E を 添 加 し た T C M 1 9 9 を 用 い て 7 2 時 間 体
外 培 養 を 行 っ た 。 実 験 1 で は 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 に よ る 凍 結
融 解 後 の 生 存 性 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。実 験 2 で は 、
0 . 9 M 区 の 生 存 率 は 1 . 2 M、1 . 5 M 区 よ り も 有 意 に 低 い 値 と な り
( P < 0 . 0 1 ) 、 孵 化 率 も 1 . 5 M  区 よ り も 有 意 に 低 い 値 と な っ た
( P < 0 . 0 5 )。 ま た 、 c o d e - 1 の 0 . 9 M 区 の 生 存 率 は 1 . 2 M お よ び
1 . 5 M 区 よ り も 有 意 に 低 か っ た ( P < 0 . 0 5 )。  
以 上 よ り 、 凍 結 融 解 後 の ウ シ 体 外 受 精 胚 の 生 存 性 に 凍 結 保
護 物 質 の 種 類 や 1 . 2 M ま で の E G 添 加 濃 度 の 低 減 は 影 響 し な
い こ と が わ か っ た 。し か し 、E G の 濃 度 を 0 . 9 M に 下 げ る こ と
は 、 本 研 究 で 用 い た S u c 濃 度 や 凍 結 曲 線 で は 生 存 性 に 悪 影 響
を 及 ぼ す こ と が 明 ら か に な っ た 。  
本 研 究 か ら 、 ウ シ 体 外 成 熟 、 発 生 培 養 液 へ の ク ロ セ チ ン ま
た は 葉 酸 の 添 加 は 発 生 率 お よ び 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 に 影 響 を
及 ぼ さ な い こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 凍 結 融 解 後 の 胚 の 生 存 性
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に 凍 結 保 護 物 質 の 種 類 や E G を 1 . 2 M ま で 濃 度 を 下 げ て も 影
響 を 与 え な い が 、 0 . 9 M に 下 げ る こ と は 本 研 究 で の S u c 濃 度
や 凍 結 曲 線 で は 生 存 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ た 。  
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子 の 体 外 受 精 に よ り 得 ら れ た 牛 胚 の 非 外 科 的 移 植 に よ る
受 胎 産 出 歴 .  日 本 畜 産 学 会 大 会 講 演 要 旨  7 8 :  1 8 .  
1 8）  平 原 文 子 .  1 9 9 4 .  ビ タ ミ ン E と 抗 酸 化 性 .  栄 養 学 雑 誌 .  
5 2 ( 4 ) : 4 1 - 4 2 .  
1 9）  星  宏 良 .  1 9 9 8 .  哺 乳 動 物 胚 の 酸 化 ス ト レ ス 障 害 と そ
の 制 御 .  化 学 と 生 物 .  3 6 ( 2 ) :  9 9 - 1 0 4 .  
2 0）  家 田 祥 子 .  2 0 0 0 .  ウ シ 体 外 受 精 由 来 胚 の 発 生 お よ び 耐
凍 性 向 上 に 関 す る 研 究 .  酪 農 学 園 大 学 大 学 院 修 士 課 程 修
士 論 文 .  2 2 - 3 5 .  
2 1）  I m a i ,  K . ,  M a t o b a ,  S . ,  D o c h i ,  O  a n d  S h i m o h i r a ,  I .  2 0 0 2 .  
D i f f e r e n t  f a c t o r s  a f f e c t  d e v e l o p m e n t a l  c o m p e t e n c e  a n d  
c r y o t o l e r a n c e  i n  i n  v i t r o  p r o d u c e d  b o v i n e  e m b r y o .  T h e  
J o u r n a l  o f  Ve t e r i n a r y  M e d i c a l  S c i e n c e .  6 4 ( 1 0 ) :  8 8 7 - 8 9 1 .  
2 2）  I m a i ,  K . ,  Ta g a w a ,  M . ,  Yo s h i o k a ,  H . ,  M a t o b a ,  S . ,  
N a r i t a ,  M . ,  I n a b a ,  Y. ,  A i k a w a ,  Y. ,  O h t a k e ,  M  a n d  
K o b a y a s h i ,  S .  2 0 0 6 .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  e m b r y o  p r o d u c t i o n  
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b y  o v u m  p i c k - u p  a n d  i n  v i t r o  f e r t i l i z a t i o n  i n  c a t t l e .  T h e  
J o u r n a l  o f  R e p r o d u c t i o n  a n d  D e v e l o p m e n t .  5 2 ( S u p p l ) :  
S 1 9 - S 2 9 .  
2 3）  I r i t a n i ,  A .  a n d  N i w a ,  K .  1 9 7 7 .  C a p a c i t a t i o n  o f  b u l l  
s p e r m a t o z o a  a n d  f e r t i l i z a t i o n  i n  v i t r o  o f  c a t t l e  
f o l l i c u l a r  o o c y t e s  m a t u r e d  i n  c u l t u r e .  J o u r n a l  
R e p r o d u c t i o n  a n d  F e r t i l i t y.  5 0 :  11 9 - 1 2 1 .  
2 4）  J a i n ,  S . K . ,  L i m ,  G .  2 0 0 1 .  P y r i d o x i n e  a n d  
p y r i d o x a m i n e  i n h i b i t s  s u p e r o x i d e  r a d i c a l s  a n d  p r e v e n t s  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n ,  p r o t e i n  g l y c o s y l a t i o n ,  a n d  ( N a +  +  
K + ) - AT P a s e  a c t i v i t y  r e d u c t i o n  i n  h i g h  g l u c o s e - t r e a t e d  
h u m a n  e r y t h r o c y t e s .  F r e e  R a d i c a l  B i o l o g y  a n d  M e d i c i n e .  
3 0 ( 3 ) :  2 3 2 - 2 3 7 .  
2 5）  J o h n s o n ,  M . H . ,  N a s r - E s f a h a n i ,  M . H .  1 9 9 4 .  R a d i c a l  
s o l u t i o n s  a n d  c u l t u r a l  p r o b l e m s :  c o u l d  f r e e  o x y g e n  
r a d i c a l s  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i m p a i r e d  d e v e l o p m e n t  o f  
p r e i m p l a n t a t i o n  m a m m a l i a n  e m b r y o s  i n  v i t r o ?  
B i o e s s a y s .  1 6 ( 1 ) :  3 1 - 3 8 .  
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2 6）  川 村 悠 美 子 ,  栗 原 裕 基 .  2 0 1 2 .  初 期 胚 に お け る 脱 ア セ チ
ル 化 酵 素 を 介 し た ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 調 節 の 意 義 .  
J o u r n a l  o f  M a m m a l i a n  O v a  R e s e a r c h .  2 9 ( 4 ) :  1 6 1 - 1 6 9 .  
2 7）  K a s a i ,  M . ,  I t o ,  K .  a n d  E d a s h i g e ,  K .  2 0 0 2 .  
M o r p h o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  o f  t h e  c r y o p r e s e r v e d  m o u s e  
b l a s t o c y s t  a s  a  t o o l  t o  i d e n t i f y  t h e  t y p e  o f  c r y o i n j u r y.  
H u m a n  R e p r o d u c t i o n .  1 7 :  1 8 6 3 - 1 8 7 4 .  
2 8）  小 出 章 子 ,  宮 村 元 晴 ,  土 屋 秀 樹 ,  井 上 洋 一 ,  市 岡 英 昭 ,  
浜 野 晴 三 .  2 0 0 8 .  バ イ オ プ シ ー し た ウ シ 体 外 受 精 胚 の 凍 結
保 存 お よ び 受 胎 性 に つ い て .  東 日 本 家 畜 受 精 卵 移 植 技 術
研 究 会 大 会 .  2 3 :  5 4 .  
2 9）  L e i b o ,  S . P. ,  M a p l e t o f t ,  R . J .  1 9 9 8 .  D i r e c t  t r a n s f e r  o f  
c r y o p r e s e r v e d  c a t t l e  e m b r y o s  i n  N o r t h  A m e r i c a .  I n :  
P r o c e e d i n g  o f  1 7 t h  A n n u a l  C o n v e n t i o n  o f  A m e r i c a n  
E m b r y o  Tr a n s f e r  A s s o c i a t i o n .  S a n  A n t o n i o ,  T X .  p . 9 1 - 9 6 .  
3 0）  L e i b o ,  S . P.  1 9 8 3 .  A o n e - s t e p  i n  s i t u  d i l u t i o n  m e t h o d  
f o r  f r o z e n - t h a w e d  b o v i n e  e m r y o s .  C r y o - L e t t e r s .  4 :  
3 8 7 - 4 0 0 .  
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3 1）  M a s s i p ,  A . ,  Va n  d e r  Z w a l m e n ,  P.  1 9 8 4 .  D i r e c t  
t r a n s f e r  o f  f r o z e n  c o w  e m b r y o s  i n  g l y c e r o l - s u c r o s e .  
Ve t e r i n a r y  R e c o r d .  11 5 :  3 2 7 – 3 2 8 .  
3 2）  中 田 理 恵 子 ,  葉 酸 欠 乏 過 程 に お け る 抗 酸 化 物 質 の 動 態 .  
ビ タ ミ ン .  7 5 ( 4 ) :  2 1 0 .  
3 3）  N e b a r t ,  M . ,  H u m b l o t ,  P.  1 9 9 7 .  P r e g n a n c y  r a t e s  
f o l l o w i n g  d i r e c t  t r a n s f e r  o f  g l y c e r o l  s u c r o s e  o r  e t h y l e n e  
g l y c o l  c r y o p r e s e r v e d  b o v i n e  e m b r y o s .  T h e r i o g e n o l o g y.  
4 7 :  3 7 1  ( a b s t r a c t ) .  
3 4）  N i e m a n n ,  H .  1 9 9 1 .  C r y o p e r s e r v a t i o n  o f  o v a  a n d  
e m b r y o s  f r o m  l i v e s t o c k :  c u r r e n t  s t a t u s  a d  r e s e a r c h  
n e e d s .  T h e r i o g e n o l o g y.  3 5 :  1 0 9 – 1 2 4 .   
3 5）  農 林 水 産 省 .  牛 受 精 卵 移 植 実 施 状 況 .  2 0 1 5 .  農 林 水 産 省
生 産 局 ホ ー ム ペ ー ジ  :  
h t t p : / / w w w. m a f f . g o . j p / j / c h i k u s a n / s i n k o / l i n / l _ k a t i k u / a t t
a c h / p d f / i n d e x - 1 0 . p d f  
3 6）  O n o r a t o ,  J . M . ,  J e n k i n s ,  A . J . ,  T h o r p e ,  S . R . ,  B a y n e s ,  
J . W.  2 0 0 0 .  P y r i d o x a m i n e ,  a n  i n h i b i t o r  o f  a d v a n c e d  
g l y c a t i o n  r e a c t i o n s ,  a l s o  i n h i b i t s  a d v a n c e d  l i p o x i d a t i o n  
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r e a c t i o n s .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y.  2 7 5 :  
2 11 7 7 - 2 11 8 4 .  
3 7）  P a l a s z  AT,  M a p l e t o f t  R J .  C r y o p r e s e r v a t i o n  o f  
m a m m a l i a n  e m b r y o s  a n d  o o c y t e s :  r e c e n t  a d v a n c e s .  
B i o t e c h n o l  A d v  1 9 9 6 :  1 4 :  1 2 7 – 1 4 9 .  
3 8）  P e r r y  G .  2 0 1 4 .  2 0 1 3  S t a t i s t i c s  o f  e m b r y o  c o l l e c t i o n  
a n d  t r a n s f e r  i n  d o m e s t i c  f a r m  a n i m a l s .  E m b r y o  
Tr a n s f e r  N e w s l e t t e r  3 2 ( 4 ) :  1 4 - 2 6 . P a l a s z ,  A . T. ,  
M a p l e t o f t ,  R . J .  1 9 9 6 .  C r y o p r e s e r v a t i o n  o f  m a m m a l i a n  
e m b r y o s  a n d  o o c y t e s :  r e c e n t  a d v a n c e s .  B i o t e c h n o l o g y  
A d v a n c e s .  1 4 :  1 2 7 – 1 4 9 .  
3 9）  P u g h ,  P. A . ,  A n k e r s m i t  A . E . L . ,  M c G o w a n ,  L . T.  a n d  
Te r v i t ,  H . R .  1 9 9 8 .  C r y o p r e s e r v a t i o n  o f  i n  
v i t r o - p r o d u c e d  b o v i n e  e m b r y o s :  e f f e c t s  o f  p r o t e i n  t y p e  
a n d  c o n c e n t r a t i o n  d u r i n g  f r e e z i n g  o r  l i p o s o m e d  d u r i n g  
c u l t u r e  o n  p o s t - t h a w  s u r v i v a l .  T h e r i o g e n o l o g y.  5 0 :  
4 9 5 - 5 0 6 .  
4 0）  R i z o s ,  D . ,  Wa r d ,  F. ,  B o l a n d ,  M . P.  a n d  L o n e r g a n ,  P.  
2 0 0 1 .  E f f e c t  o f  c u l t u r e  s y s t e m  o n  t h e  y i e l d  a n d  q u a l i t y  
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o f  b o v i n e  b l a s t o c y s t s  a s  a s s e s s e d  b y  s u r v i v a l  a f t e r  
v i t r i f i c a t i o n .  T h e r i o g e n o l o g y.  5 6 :  1 - 1 6 .  
4 1）  R o s e n k r a n s ,  C . F.  J r. ,  Z e n g ,  G . Q . ,  M a c n a m a r a ,  G . T. ,  
S c h o f f ,  P. K .  a n d  F i r s t ,  N . L .  1 9 9 3 .  D e v e l o p m e n t  o f  
b o v i n e  e m b r y o s  i n  v i t r o  a s  a f f e c t e d  b y  e n e r g y s u b s t r a t e .  
B i o l o g y  o f  R e p r o d u c t i o n .  4 9 ( 3 ) :  4 5 9 - 4 6 2 .  
4 2）  S a p a n i d o u ,  V.  2 0 1 5 .  A n t i o x i d a n t  e f f e c t  o f  c a r o t e n o i d s  
o f  C r o c u s  s a t i v u s  L i n n e a u s  o n  b o v i n e  s p e r m  q u a l i t y  
p a r a m e t e r s  a n d  i n  v i t r o  f e r t i l i z a t i o n .  P h D  T h e s i s .  
A r i s t o t l e  U n i v e r s i t y  o f  T h e s s a l o n i k i  ( A U T H ) .  
4 3）  S a p a n i d o u ,  V. ,  Ta i t z o g l o u ,  I . ,  Ts k m a k i d i s ,  I . ,  
K o u r t z e l i s ,  I . ,  F l e t o u r i s ,  D . ,  T h e o d o r i d i s ,  A . ,  e t  a l .  2 0 1 5 .  
A n t i o x i d a n t  e f f e c t  o f  c r o c i n  o n  b o v i n e  s p e r m  q u a l i t y  a n d  
i n  v i t r o  f e r t i l i z a t i o n .  T h e r i o g e n o l o g y.  8 4 :  1 2 7 3 - 1 2 8 2 .  
4 4）  S h i m o h i r a ,  I . ,  G o t o ,  Y. ,  I m a i ,  K . ,  To m i z a w a ,  M . ,  
O k u c h i ,  H  a n d  D o c h i ,  O .  1 9 9 4 .  E f f e c t  o f  d i l u t i o n  
p r o c e d u r e s  o n  t h e  s u r v i v a l  o f  I V F  b o v i n e  e m b r y o s  f r o z e n  
b y  1 . 5 M  e t h y l e n e  g l y c o l .  J o u r n a l  o f  M a m m a l i a n  O v a  
R e s e a r c h .  11 :  2 3 3 - 2 3 8  
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4 5）  S u z u k i ,  T. ,  Ya m o t o ,  M . ,  O o e ,  M . ,  S a k a t a ,  A . ,  
M a t s u o k a ,  M . ,  N i s h i k a w a ,  Y. ,  O k a m o t o ,  K .  E f f e c t  o f  
s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  f o r  o n e - s t e p  d i l i t i o n  u p o n  i n  
v i t r o  a n d  i n  v i v o  s u r v i v a l  o f  b o v i n e  e m b r y o s  
r e f r i g e r a t e d  i n  g l y c e r o l  a n d  1 , 2 - p r o p a n e d i o l .  
T h e r i o g e n o l o g y,  3 4 :  1 0 5 1 - 1 0 5 7 .  
4 6）  高 田 直 和 ,  早 坂 駿 哉 ,  千 葉 和 義 .  2 0 0 5 .  5 % G l y c e r o l に よ
り 凍 結 保 存 さ れ た ウ シ 胚 の 生 存 性 と 受 胎 性 .  日 本 胚 移 植
学 雑 誌 .  2 7 ( 2 ) :  5 9 - 6 3 .  
4 7）  高 山 茉 莉 .  2 0 1 6 .  胚 盤 胞 へ の 発 生 能 お よ び 受 胎 性 の 高
い ウ シ 体 外 受 精 卵 の 選 別 方 法 の 確 立 に 関 す る 研 究 .  酪 農
学 園 大 学 大 学 院 修 士 論 文 .  
4 8）  谷 合  萌 .  2 0 1 3 .  個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た ウ
シ 体 外 受 精 胚 の 選 別 方 法 の 検 討 .  酪 農 学 園 大 学 卒 業 論 文 .   
4 9）  Ta k a h a s h i ,  Y. ,  H i s h i n u m a ,  M . ,  M a t s u i ,  M . ,  Ta n a k a ,  
H .  a n d  K a n a g a w a ,  H .  1 9 9 6 .  D e v e l o p m e n t  o f  i n  v i t r o  
m a t u r e d / f e r t i l i z e d  b o v i n e  e m b r y o s  i n  c h e m i c a l l y  
d e f i n e d  m e d i u m :  I n f l u e n c e  o f  o x y g e n  c o n c e n t r a t i o n  i n  
t h e  g a s  a t m o s p h e r e .  T h e  J o u r n a l  o f  Ve t e r i n a r y  M e d i c a l  
S c i e n c e .  5 8 ( 9 ) :  8 9 7 - 9 0 2 .  
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5 0）  Ta r i n ,  J . J .  a n d  Tr o u n s o n ,  A . O .  1 9 9 3 .  E f f e c t s  o f  
S t i m u l a t i o n  o r  I n h i b i t i o n  o f  L i p i d  P e r o x i d a t i o n  o n  
F r e e z i n g - T h a w i n g  o f  M o u s e  E m b r y o s .  B i o l o g y  o f  
R e p r o d u c t i o n .  4 9 :  1 3 6 2 - 1 3 6 8 .  
5 1）  Ta v a n a ,  S . ,  E i m a n i ,  H . ,  a z a r n i a ,  M . ,  S h a h v e r d i o l ,  A . ,  
e f t e k h a r i - Ya z d i ,  P.  2 0 1 2 .  E f f e c t s  o f  s a f f r o n  ( C r o c u s  
s a t i v u s  L )  a q u e o u s  e x t r a c t  o f  m o u s e  o o c y t e s .  C e l l  
J o u r n a l .  1 3 :  2 5 9 - 2 6 4 .  
5 2）  Ts e n g ,  T. H . ,  C h u ,  C . Y. ,  H u a n g ,  J . M . ,  S h i o w,  S . J . ,  
Wa n g ,  C . J .  1 9 9 5 .  C r o c e t i n  p r o t e c t s  a g a i n s t  o x i d a t i v e  
d a m a g e  i n  r a t  p r i m a r y  h e p a t o c y t e s .  C a n c e r  L e t t e r.  9 7 :  
6 1 - 6 7 .  
5 3）  Vo e l k e l ,  S . A . ,  H u ,  Y. X .  1 9 9 2 .  D i r e c t  t r a n s f e r  o f  
f r o z e n  t h a w e d  b o v i n e  e m b r y o s .  T h e r i o g e n o l o g y.  3 7 :  
2 3 – 3 9 .  
5 4）  W h i t t i n g h a m ,  D . G . ,  L e i b o ,  S . P. ,  M a z u r,  P.  1 9 7 2 .  
S u r v i v a l  o f  m o u s e  e m b r y o s  f r o z e n  t o  - 1 9 6  d e g r e e s  a n d  
- 2 6 9  d e g r e e s  C .  S c i e n c e ,  1 7 8 :  4 11 - 4 1 4 .  
5 5）  Z u l l o ,  G . ,  D e  C a n d i t i i s ,  C . ,  P e r o ,  M . E . ,  A l b e r o ,  G . ,  
S a l z a n o ,  A . ,  N e g l i a ,  G . ,  C a m p a n i l e ,  G . ,  G a s p a r r i n i ,  B .  
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2 0 1 6 .  C r o c e t i n  i m p r o v e s  t h e  q u a l i t y  o f  i n  
v i t r o - p r o d u c e d  b o v i n e  e m b r y o s :  I m p l i c a t i o n s  f o r  
b l a s t o c y s t  d e v e l o p m e n t ,  c r y o t o l e r a n c e ,  a n d  a p o p t o s i s .  
T h e r i o g e n o l o g y.  8 6 :  1 8 7 9 - 1 8 8 5 .  
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S u m m a r y  
 I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  n u m b e r  o f  t r a n s f e r s  o f  i n  
v i t r o - p r o d u c e d  ( I V P )  b o v i n e  e m b r y o s  h a s  i n c r e a s e d  
w o r l d w i d e .  H o w e v e r,  p r e g n a n c y  r a t e  f o l l o w i n g  t h e  t r a n s f e r  
o f  f r o z e n - t h a w e d  I V P e m b r y o s  i s  r e m a r k a b l y  w o r s e  t h a n  
t h a t  f o l l o w i n g  t h e  t r a n s f e r  o f  n o n - f r o z e n  I V P e m b r y o s .  
T h e r e f o r e ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i m p r o v e  t h e  v i a b i l i t y  o f  I V P 
e m b r y o s  b y  i m p r o v i n g  t h e  i n  v i t r o  c u l t u r e  a n d  
c r y o p r e s e r v a t i o n  c o n d i t i o n s .  T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  ( i )  e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i o n  o f  a n t i o x i d a n t s  t o  
t h e  m a t u r a t i o n  a n d  c u l t u r e  m e d i a  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  
v i a b i l i t y  ( s u r v i v a l  r a t e )  o f  I V P  e m b r y o s  a f t e r  t h e  f r e e z i n g  
p r o c e s s  a n d  t h e  ( i i )  e f f e c t  o f  t h e  t y p e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  c r y o p r o t e c t a n t  o n  t h e  v i a b i l i t y  o f  I V P e m b r y o s  a f t e r  
t h e  f r e e z i n g  p r o c e s s .  
 
E f f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  a n t i o x i d a n t s  i n t o  t h e  m a t u r a t i o n  
a n d / o r  c u l t u r e  m e d i a  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  v i a b i l i t y  o f  
I V P  b o v i n e  e m b r y o s  ( b l a s t o c y s t  s t a g e )  a f t e r  f r e e z i n g .  
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I n  e x p e r i m e n t  1 ,  c r o c e t i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i a  
a n d  i n  e x p e r i m e n t  2 ,  f o l i c  a c i d  ( FA )  w a s  a d d e d  t o  t h e  
m a t u r a t i o n  a n d  c u l t u r e  m e d i a .  
T h e  c u m u l u s - o o c y t e  c o m p l e x e s  ( C O C s )  w e r e  a s p i r a t e d  f r o m  
t h e  o v a r i a n  f o l l i c l e s  ( 2  t o  8  m m  i n  d i a m e t e r ) ,  w h i c h  w e r e  
c o l l e c t e d  f r o m  a  l o c a l  a b a t t o i r.  I n  e x p e r i m e n t  1 ,  C O C s  w e r e  
a l l o w e d  t o  m a t u r e  b y  i n c u b a t i n g  t h e m  i n  2 5  m M  
H E P E S - b u f f e r e d  T C M - 1 9 9  ( T C M - 1 9 9 )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
5 %  c a l f  s e r u m  ( C S )  a n d  0 . 0 2  A U / m L f o l l i c l e - s t i m u l a t i n g  
h o r m o n e  ( F S H )  f o r  2 0  h .  I n  e x p e r i m e n t  2 ,  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  FA ( 0 ,  2 . 5 ,  2 5 ,  a n d  5 0  μ M )  w e r e  a d d e d  
i n t o  t h e  m a t u r a t i o n  m e d i a ,  w h i c h  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  m e d i a  
u s e d  i n  e x p e r i m e n t  1 ,  a n d  t h e  C O C s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 2  
h .  A f t e r  g a m e t e  c o - c u l t u r e  ( 5 × 1 0 6  s p e r m s / m L )  f o r  6  h ,  t h e  
p r e s u m p t i v e  z y g o t e s  w e r e  c u l t u r e d  i n  C R 1 a a  m e d i u m  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 %  C S  a n d  c r o c e t i n  ( 0 ,  1 ,  a n d  2 . 5  μ M ;  
e x p e r i m e n t  1 )  o r  FA ( 0 ,  2 . 5 ,  2 5 ,  a n d  5 0 ;  e x p e r i m e n t  2 )  f o r  9  
d a y s  ( d a y  o f  f e r t i l i z a t i o n  =  d a y  0 ) .  T h e  e x p a n d e d  
b l a s t o c y s t s  f r o m  d a y  7  t o  9  w e r e  f r o z e n  a n d  p r e s e r v e d  f o r  
f u r t h e r  s t u d y.  To  t h a w  t h e  f r o z e n  e m b r y o s ,  t h e  s t r a w s  
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i n c l u d i n g  f r o z e n  e m b r y o s  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  a i r  f o r  7 s  
a n d  i m m e r s e d  i n t o  a  w a t e r  b a t h  s e t  a t  3 0 o C  f o r  2 0 s .  T h e  
t h a w e d  e m b r y o s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  D - P B S  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 0 %  f e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  a t  3 8 ° C .  
T h e s e  e m b r y o s  w e r e  t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  s a m e  m e d i u m  a t  
3 8 ° C  f o r  1 0  m i n ,  a n d  e a c h  e m b r y o  w a s  c u l t u r e d  i n  T C M - 1 9 9  
m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 0 %  F C S  a n d  0 . 1  m M  
β - m e r c a p t o e t h a n o l  ( T C M - 1 9 9 - β M E )  f o r  7 2  h .  T h e  c l e a v a g e  
r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  a t  2 7 ,  3 1 ,  a n d  5 5  h  p o s t  i n s e m i n a t i o n  
( h p i ) .  B l a s t o c y s t  r a t e s  w e r e  a n a l y z e d  o n  d a y  9  p o s t  
i n s e m i n a t i o n .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  r e - e x p a n d e d ,  h a t c h i n g ,  
a n d  h a t c h e d  b l a s t o c y s t  s t a g e s  w a s  d e t e r m i n e d  a t  7 2  h  p o s t  
t h a w i n g .  I n  e x p e r i m e n t  1 ,  t h e  c l e a v a g e  r a t e s  o f  t h e  2 . 5  µ M  
c r o c e t i n  g r o u p  a t  2 7  a n d  3 1  h p i  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  
< 0 . 0 5 )  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  g r o u p  ( 0  µ M  
c r o c e t i n ) .  O n  d a y  7  p o s t  i n s e m i n a t i o n ,  t h e  b l a s t o c y s t  r a t e s  
i n  t h e  2 . 5  μ M  c r o c e t i n  g r o u p  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 5 )  
l o w e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  1  μ M  c r o c e t i n  g r o u p .  A f t e r  7 2  h  o f  
i n c u b a t i o n  i n  c u l t u r e  m e d i u m ,  t h e  h a t c h i n g  r a t e s  i n  t h e  1  
μ M  c r o c e t i n  g r o u p  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  l o w e r  t h a n  
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t h o s e  i n  t h e  0  a n d  2 . 5  μ M  c r o c e t i n  g r o u p s .  I n  e x p e r i m e n t  2 ,  
t h e  c l e a v a g e  ( 5 5  h p i )  a n d  b l a s t o c y s t  ( d a y  9 )  r a t e s  w e r e  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f o r  a m o n g  t h e  g r o u p s .  S i m i l a r l y,  
b o t h  s u r v i v a l  a n d  h a t c h i n g  r a t e s  o f  f r e e z e - t h a w e d  e m b r y o s  
w e r e  n o t  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  e x p a n d e d  b l a s t o c y s t .  T h e  
s u r v i v a l  r a t e  i n  t h e  2 . 5 u M  FA g r o u p  w a s  s l i g h t l y  h i g h e r  
t h a n  t h a t  i n  t h e  0 u M  FA g r o u p ,  t h o u g h  t h e r e  w a s  n o  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P = 0 . 11 ) .  T h e s e  r e s u l t s  
d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  c r o c e t i n  o r  FA i n t o  t h e  
m e d i a  d o e s  n o t  e n h a n c e  t h e  d e v e l o p m e n t  o r  p o s t - t h a w  
s u r v i v a l  r a t e s  o f  I V P  b o v i n e  e m b r y o s .   
 
E f f e c t  o f  t y p e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c r y o p r o t e c t a n t  o n  
t h e  v i a b i l i t y  o f  I V P  b o v i n e  e m b r y o s  a f t e r  f r e e z i n g .  
 
.  I n  t h i s  p a r t  o f  t h e  s t u d y,  a l l  t h e  f r e e z i n g  m e d i a  w e r e  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 0 %  C S  o r  F C S  i n  D - P B S .  
I n  e x p e r i m e n t  1 ,  t h e  e m b r y o s  w e r e  r a n d o m l y  c a t e g o r i z e d  
i n t o  3  g r o u p s  b a s e d  o n  t h e  f r e e z i n g  m e d i u m  u s e d  t o  
p r e s e r v e  t h e s e  e m b r y o s .  T h e  3  t y p e s  o f  f r e e z i n g  m e d i a  u s e d  
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i n  t h i s  s t u d y  w e r e  a s  f o l l o w s :  ( i )  1 . 2  e t h y l  g l y c o l  ( E G )  w i t h  
0 . 1  M  S u c r o s e  ( S u c )  ( 1 . 2  E G ) ,  ( i i )  1 . 5  M  E G  w i t h  0 . 1  M  S u c  
( 1 . 5  E G ) ,  a n d  ( i i i )  1 . 4  M  g l y c e r o l  ( G l y )  w i t h  0 . 2 5  M  S u c  ( 1 . 4  
G l y ) .  I n  e x p e r i m e n t  2 ,  t h e  e m b r y o s  w e r e  r a n d o m l y  
c a t e g o r i z e d  i n t o  3  g r o u p s  b a s e d  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  E G  
p r e s e n t  i n  t h e  f r e e z i n g  m e d i u m  u s e d  t o  p r e s e r v e  t h e s e  
e m b r y o s .  T h e  f r e e z i n g  m e d i u m  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 0 %  
C S  a n d  0 . 1  M  S u c  i n  D - P B S  i n  a d d i t i o n  t o  1  o f  t h e  3  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  E G :  ( i )  0 . 9  M  E G ,  ( i i )  1 . 2  M  E G ,  a n d  ( i i i )  
1 . 5  M  E G .  I n  t h i s  p a r t  o f  t h e  s t u d y,  w e  e x c l u s i v e l y  u s e d  t h e  
e x p a n d e d  b l a s t o c y s t s  o b t a i n e d  f r o m  d a y  7  t o  9 .  F r o z e n  
e m b r y o s  w e r e  t h a w e d  a n d  c u l t u r e d  f o r  7 2  h  b y  u s i n g  t h e  
s a m e  p r o c e d u r e ,  w h i c h  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  i n  
t h e  f i r s t  p a r t  o f  o u r  s t u d y.  I n  e x p e r i m e n t  1 ,  t h e  s u r v i v a l  
a n d  h a t c h i n g  r a t e s  o f  f r e e z e - t h a w e d  e m b r y o s  a f t e r  7 2  h  i n  
c u l t u r e  m e d i u m  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  a m o n g  t h e  g r o u p s  o f  
f r e e z i n g  m e d i a .  M o r e o v e r,  e v e n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e m b r y o  
q u a l i t y,  t h e  s u r v i v a l  a n d  h a t c h i n g  r a t e  w a s  a l m o s t  t h e  
s a m e  b e t w e e n  e a c h  g r o u p  o f  f r e e z i n g  m e d i a .  I n  e x p e r i m e n t  
2 ,  t h e  r e - e x p a n d e d  a n d  h a t c h e d  r a t e s  i n  t h e  0 . 9  M  E G  
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g r o u p  w e r e  l o w e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  1 . 2  M  E G  a n d  1 . 5  M  E G  
g r o u p s  ( P  < 0 . 0 1 ) .  T h e  h a t c h e d  r a t e  i n  t h e  0 . 9  M  E G  g r o u p  
w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  b l a s t o c y s t s  o f  t h e  1 . 5  M  E G  
g r o u p  ( P  < 0 . 0 5 ) .  T h e  s u r v i v a l  r a t e  i n  t h e  0 . 9  M  E G  g r o u p  
( c o d e - 1 )  w a s  l o w e r  t h a n  t h a t  i n  t h e  1 . 2  M  E G  a n d  1 . 5  M  E G  
g r o u p s  ( P  < 0 . 0 5 ) .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  t y p e  
o f  c r y o p r o t e c t a n t  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  v i a b i l i t y  o f  I V P  
e m b r y o s  a f t e r  f r e e z i n g .  O v e r a l l ,  w e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  E G  u s e d  a s  c r y o p r o t e c t a n t  f o r  I V P b o v i n e  
e m b r y o s  c a n  b e  r e d u c e d  t o  1 . 2 M .  
